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1 Einleitung 
1.1 Taxonomische Einordnung 
Das Humane Cytomegalievirus (HCMV) gehört zur Familie der Herpesviridae 
[Roizmann, 1992]. Charakteristisch für diese Virusfamilie ist die kaskadenartig 
regulierte Expression der viralen Proteine sowie die Etablierung lebenslanger 
Latenz nach der Primärinfektion, wobei die Viren in Nerven- oder 
lymphatischen Zellen persistieren, ohne dass damit eine Produktion 
infektiöser Partikel einhergeht. Die Einteilung der Herpesviridae beruht auf der 
Klassifikation durch die Herpesvirus Study Group des International Committee 
on Taxonomy of Viruses. Aufgrund ihrer Pathogenität, ihres Wirtszell-
tropismus und ihrer genetischen Eigenschaften (Konservierung von 
Gengruppen, genomische Organisation, Sequenzhomologien) lassen sie sich 
in α-, β- und γ-Herpesvirinae einteilen. Tabelle 1 zeigt die Zuordnung der 
humanpathogenen Spezies. 
Tab. 1: Taxonomische Einordnung der humanpathogenen Herpesviren [Chang, 1994; 
Epstein, 1965; Frenkel, 1990; Josephs, 1986; Roizmann, 1992; Schneeweis, 1962; 
Smith, 1956]. 
Unterfamilie Art Kurzbezeichnung 
Humanes Herpesvirus 1 (Herpes-simplex-Virus 1) HHV 1 (HSV-1) 
Humanes Herpesvirus 2 (Herpes-simplex-Virus 2) HHV 2 (HSV-2) 
α-Herpesvirinae 
Humanes Herpesvirus 3 (Varizella-Zoster-Virus) HHV 3 (VZV) 
Humanes Herpesvirus 5 (Humanes Cytomegalievirus) HHV 5 (HCMV) 
Humanes Herpesvirus 6 HHV 6 
β-Herpesvirinae 
Humanes Herpesvirus 7 HHV 7 
Humanes Herpesvirus 4 (Epstein-Barr-Virus) HHV 4 (EBV) γ-Herpesvirinae 
Humanes Herpesvirus 8 HHV 8 
 
Die Mitglieder der α-Herpesvirinae (wie beispielsweise HSV-1, HSV-2 und 
VZV) zeichnen sich in vivo durch ein breites Wirtsspektrum und einen 
ausgeprägten Neurotropismus aus. Der in vitro Replikationszyklus ist 
vergleichsweise kurz (24 h) und führt zur Lyse der Wirtszelle.  
Die Unterfamilie der β-Herpesvirinae, zu welcher das Humane 
Cytomegalievirus gehört, zeichnet sich in vivo durch ein enges Wirtsspektrum 
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aus. Der in vitro Replikationszyklus ist vergleichsweise lang (72 h) und endet 
ebenfalls mit der Lyse der Wirtszelle. Ein weiteres Merkmal der 
β-Herpesvirinae ist der charakteristische zytopathische Effekt der 
Virusinfektion. Dieser wird durch die Bildung von intranukleären und 
intrazytoplasmatischen Einschlusskörperchen hervorgerufen, welche zu 
einem Anschwellen und einer deutlichen Größenzunahme („Cytomegalie“) 
infizierter Zellen führen. Vertreter dieser Unterfamilie sind primär lymphotrop, 
können darüber hinaus jedoch weitere Gewebe wie z.B. das Retikulo-
endotheliale System oder die Niere infizieren und dort persistieren. 
Die Mitglieder der γ-Herpesvirinae (wie beispielsweise EBV) weisen in vivo 
ebenfalls ein enges Wirtsspektrum auf. Die Dauer des Replikationszyklus ist 
nicht einheitlich innerhalb der Unterfamilie. Vertreter der γ-Herpesvirinae 
infizieren überwiegend B- und T-Lymphozyten und besitzen ein onkogenes 
Potential. 
 
1.2 Epidemiologische Aspekte 
Das Humane Cytomegalievirus (HCMV) ist ein in allen sozioökonomischen 
Bevölkerungsschichten vorkommendes, ubiquitäres Pathogen. Die 
Seroprävalenz in der erwachsenen Bevölkerung liegt bei 50-60% in 
Industrieländern und bei nahezu 100% in Entwicklungsländern [Pass, 2001]. 
Die Primärinfektion immunkompetenter Individuen verläuft zumeist inapparent 
und führt zur lebenslangen Latenz des Virus in CD34+-Knochenmarkszellen, 
aus welchen das Virus sporadisch vor allem durch Stress oder systemische 
Entzündung reaktiviert werden kann [Döcke, 1994; Prösch, 2000]. HCMV-
Reaktivierungen verlaufen meist ebenfalls symptomfrei; in seltenen Fällen 
können jedoch Fieber, Muskelschmerzen oder ein Mononukleose-ähnliches 
Krankheitsbild mit der Primärinfektion oder der Reaktivierung assoziiert sein 
[Cohen, 1985; Klemola, 1973]. 
Das Virus lässt sich in nahezu allen Körperflüssigkeiten wie Speichel, Blut, 
Urin, Muttermilch, Zervixsekret und Samenflüssigkeit nachweisen und kann 
damit sowohl horizontal als auch vertikal übertragen werden [Forbes, 1989]. 
Die horizontale Übertragung des Virus erfolgt durch Tröpfcheninfektion, 
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Sexualkontakte, Organtransplantation sowie Kontakt mit infiziertem Blut und 
Blutprodukten. Zu den vertikalen Verbreitungswegen zählen die pränatale und 
die perinatale Übertragung sowie die postnatale Infektion von Säuglingen 
durch die Muttermilch. Eine Primärinfektion oder Reaktivierung bei der Mutter 
wird in ca. 40% der Fälle auf den Fötus übertragen [Eggers, 2001]; etwa 1-2% 
aller Neugeborenen sind bereits bei der Geburt mit HCMV infiziert. Von den 
infizierten Säuglingen weisen ca. 10% Symptome wie Wachstumsstörungen, 
Hepatosplenomegalie, Gelbsucht, Mikrozephalie und Chorioretinitis auf 
[Demmler, 1991]. Weitere 10% der infizierten Säuglinge sind von 
Spätschäden wie beispielsweise Schwerhörigkeit oder Taubheit bzw. anderen 
zentralnervösen Schädigungen betroffen [Britt, 1991; Revello, 2002]. 
Bei immunsupprimierten Patientengruppen wie Transplantatempfängern oder 
HIV-Patienten kann eine Primärinfektion oder Reaktivierung mit einer 
schwerwiegenden Erkrankung einhergehen. Das Krankheitsbild kann 
Symptome wie Retinitis, Exantheme oder Ösophagitis umfassen, aber auch 
lebensbedrohliche Komplikationen wie Pneumonien, Hepatitiden oder 
Enzephalitiden beinhalten [Balfour Jr., 1979; Cheung, 1999; Rowshani, 2005]. 
In der HCMV-Therapie werden gegenwärtig die Nukleosidanaloga Ganciclovir 
[Crumpacker, 1996], Valganciclovir [Curran, 2001] und Cidofovir [Hitchcock, 
1996] sowie das Pyrophosphatanalogon Foscarnet [Chrisp, 1991] eingesetzt, 
durch welche die Synthese viraler DNA inhibiert wird. Nachteilig beim Einsatz 
dieser Chemotherapeutika sind zum einen die durch Knochenmarks- oder 
Nephrotoxizität ausgelösten Nebenwirkungen [Curran, 2001; Deray, 1989]; 
zum anderen besteht die Gefahr der Selektion resistenter Virusmutanten 
[Erice, 1999; Lurain, 1994; Mercorelli, 2008]. 
Eine Immunprophylaxe steht bislang nicht zur Verfügung. Aktuelle Strategien 
zur Impfstoffentwicklung konzentrieren sich auf modulare Impfstoffe mit 
definierten immunogenen Bausteinen, die beispielsweise das virale 
Glykoprotein B (gB) enthalten, dense body-Vakzinen [Mersseman, 2008], 
DNA-Vektoren mit inserierten HCMV-Genen, Peptid-Vakzinen sowie 
attenuierte Lebendimpfstoffe [Schleiss, 2005; Zhong, 2005]. 
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1.3 Das Humane Cytomegalievirus 
1.3.1 Aufbau und Struktur der Virionen 
Die Virionen des Humanen Cytomegalievirus (siehe Abb. 1) haben einen 
Durchmesser von 150-200 nm und setzen sich aus mehr als fünfzig 
verschiedenen Strukturproteinen zusammen.  
 
 
Abb. 1: (A) Elektronenmikroskopische und (B) schematische Darstellung des Humanen 
Cytomegalievirus (Quelle: E. Bogner). 
 
Im Inneren der Viruspartikel befindet sich das 240 kb große, doppelsträngige, 
lineare DNA-Genom. Das virale Genom wird von dem aus 162 Kapsomeren 
bestehenden ikosaedrischen Kapsid umschlossen, welches wiederum von der 
Virushülle umgeben ist. Zwischen Kapsid und Hüllmembran befindet sich eine 
als Tegument bezeichnete, unstrukturierte Proteinmatrix. Dem Tegument 
konnten bislang ca. 20 virale Proteine zugeordnet werden, die Funktionen bei 
der Morphogenese [Baxter, 2001; Meyer, 1997], dem Virustransport [Sinzger, 
2000], der Immunmodulation [Browne, 2003; Child, 2004] oder der Initiation 
der viralen Genexpression ausüben [Liu, 1992; Winkler, 1995]. In die 
Virushülle ist eine Vielzahl von komplexartig organisierten viralen 
Glykoproteinen inseriert. Der Glykoproteinkomplex I ist ein Homodimer des 
Glykoproteins gB [Britt, 1985]. Die Glykoproteine gM und gN bilden den 
Glykoproteinkomplex II [Mach, 2000]. Der Glykoproteinkomplex III besteht aus 
den Glykoproteinen gH, gL und gO [Huber, 1998; Li, 1997]. Die 
Glykoproteinkomplexe sind an der Adsorption des Virus, der Fusion von 
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Virushülle und Plasmamembran, der Zell-Zell-Fusion sowie dem Budding an 
der inneren Kernmembran beteiligt (siehe Abschnitt 1.4.1).  
Neben infektiösen Virionen entstehen bei der Virusreplikation auch nicht-
infektiöse Partikel wie beispielsweise dense bodies oder non-infectious 
enveloped particles (NIEPs). Während dense bodies nur aus Hüllmembran 
und Tegumentproteinen bestehen, enthalten NIEPs zwar zusätzlich ein 
Kapsid, jedoch keine virale DNA [Irmiere, 1983; Sarov, 1975]. 
 
1.3.2 Aufbau des viralen Genoms 
Das HCMV-Genom besitzt mit ca. 240 kb und einem Molekulargewicht von 
1.5 x 108 Dalton die größte Kodierungskapazität innerhalb der Familie der 
Herpesviridae [Bankier, 1991; Chee, 1990]. Es besteht aus zwei nicht-
repetitiven Bereichen, dem unique long (UL)- und dem unique short (US)-
Segment, die von repetitiven Sequenzen, den terminal repeats (TRL, TRS) 
und den internal repeats (IRL, IRS), flankiert werden (siehe Abb. 2). 
Entsprechend der Nomenklatur dieser Genomabschnitte werden die viralen 
Gene mit den Präfixen TRS, TRL, IRS, IRL, UL oder US bezeichnet. Durch 
intramolekulare Rekombination der invertierten Wiederholungseinheiten 
(anb – b`a`m sowie a`mc – c`a) können vier isomere Formen des Genoms 
entstehen, die in äquimolarem Verhältnis in allen HCMV-Populationen 
vorkommen [Liu, 1992; Stinski, 1981].  
 
 
Abb. 2: Schematische Darstellung der Genomorganisation von HCMV. Das virale 
Genom besteht aus zwei nicht-repetitiven Segmenten, dem UL (unique long)- und dem 
US (unique short)-Segment, die an den Enden von repetitiven Sequenzen, den terminal 
repeats (TR) und den internal repeats (IR), flankiert werden. Die Bezeichnungen an, a`m und a 
(bzw. b und b`; c und c`) stellen identische Basenabfolgen dar, die invertiert zueinander 
vorliegen (Quelle: E. Bogner). 
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1.4 Infektionszyklus und virale Genexpression 
1.4.1 Viruseintritt 
HCMV kann in vivo ein breites Spektrum von Zelltypen wie Makrophagen, 
Muskelzellen, Leberzellen und Pneumozyten sowie Epithel- und 
Endothelzellen produktiv infizieren [Plachter, 1996; Sinzger, 1995]. Aufgrund 
dieses Charakteristikums wird vermutet, dass HCMV mehrere 
unterschiedliche oder ein ubiquitär vorkommendes Oberflächenmolekül als 
zellulären Rezeptor nutzt. Als potentielle Rezeptoren werden vor allem der 
epidermal growth factor receptor (EGFR), der platelet-derived growth factor-
alpha receptor (PDGFR-alpha) sowie verschiedene Integrine diskutiert 
[Isaacson, 2007; Soroceanu, 2008; Wang, 2005; Wang, 2003]. Zunächst wird 
der Kontakt zur Wirtszelle über die unspezifische Bindung von gB und 
weiteren viralen Glykoproteinen an Heparansulfatproteoglykane auf der 
Zelloberfläche hergestellt [Boyle, 1998; Compton, 1993]. Nach der Bindung 
von gB an den Wirtszellrezeptor erfolgt die pH-unabhängige Fusion der 
Zellmembran mit der Virushülle [Bold, 1996; Lopper, 2004; Reschke, 1995]. 
Dabei werden Kapsid und Tegument in das Zytoplasma eingebracht. An den 
Kernporen wird das virale Genom in das Nukleoplasma entlassen, wo es 
zirkularisiert. 
 
1.4.2 Virale Genexpression und Replikation 
Im Kern erfolgt die zeitlich geordnete und kaskadenartig organisierte 
Expression des viralen Genoms unter Mitwirkung einer Vielzahl zellulärer 
Transkriptionsfaktoren [Wathen, 1982]. Die Produkte der vorangegangenen 
Expressionsphase wirken dabei regulierend auf die Proteinexpression der 
nachfolgenden Phase (siehe Abb. 3). 
Schon 30 min nach Infektion der Wirtszelle beginnt die Transkription der sehr 
frühen (immediate early, IE) Gene durch die zelluläre RNA-Polymerase II. 
Das virale Tegumentprotein pp71 fungiert dabei als Transaktivator 
[Bresnahan, 2000]. Zur Gruppe der immediate early-Gene gehören unter 
anderem die offenen Leserahmen UL122 und UL123. Die Expression dieser 
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Gene unterliegt der Kontrolle des außergewöhnlich starken major immediate 
early (MIE)-Promotors und dessen Enhancers. Der MIE-Enhancer ist ein 
Kontrollelement von großer Komplexität und weist eine hohe Dichte an 
Bindungsmotiven für zelluläre und virale Transkriptionsfaktoren auf. Die 
Bindungsstellen für zelluläre Transaktivatoren wie CREB/ATF, AP-1, SP-1 
und NF-κB bestehen aus repetitiven Elementen, die aufgrund ihrer Länge als 
17 bp-, 18 bp-, 19 bp- und 21 bp-Motive bezeichnet werden [Boshart, 1985; 
Meier, 1996; Thomsen, 1984]. Durch verschiedene Transkriptionsstartpunkte 
sowie alternatives Spleißen der Transkripte gehen aus der MIE-Region 
insgesamt vier Proteine hervor. Die am stärksten exprimierten MIE-Proteine 
sind IE1491AS und IE2579AS, welche nicht nur die Transkription der frühen 
(early, E) und späten (late, L) viralen Gene induzieren, sondern auch die 
Expression zahlreicher zellulärer Proteine beeinflussen [Geballe, 1986; 
Spaete, 1985]. Die nachfolgende frühe Phase umfasst den Zeitraum von 3-
36 h post infectionem (p.i.). Während dieser Phase wird der größte Teil der 
viralen Gene transkribiert. Die frühen Gene kodieren vor allem für Proteine, 
die am Nukleotidstoffwechsel, der viralen DNA-Replikation oder der 
Immunevasion beteiligt sind [Bodaghi, 1998; Mocarski, 2001]. Zu den frühen 
Proteinen gehören unter anderem das DNA-Einzelstrang-bindende Protein 
pUL57 sowie die virale DNA-Polymerase pUL54 und deren 
Prozessivitätsfaktor pUL44. Die Replikation des Genoms (ab 14-16 h p.i.) 
erfolgt nach dem rolling circle-Prinzip [Huang, 1973; Stinski, 1981] in 
bestimmten Arealen des Zellkerns, die als Replikationszentren bezeichnet 
werden [Ahn, 1999; de Bruyn Kops, 1998]. Der dabei gebildete lineare DNA-
Strang besteht aus vielfach aneinander gereihten Einheiten des Virusgenoms, 
den so genannten Konkatemeren. Im Anschluss an die Replikation der viralen 
DNA erfolgt die Transkription der späten Gene. Die in dieser Phase 
exprimierten Proteine lassen sich in early late- und true late-Proteine 
unterteilen. Die Transkription der early late-Gene beginnt 12 h p.i. und findet 
auch – allerdings in vermindertem Maße – statt, wenn die virale DNA-
Replikation inhibiert ist. Im Gegensatz dazu ist der Abschluss der viralen 
DNA-Replikation Voraussetzung für die Expression der true late-Proteine, die 
ab 24 h p.i. beginnt. Zu den späten Genprodukten zählen in erster Linie 
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Strukturproteine wie Kapsid-, Tegument- und Membranproteine [Mocarski, 
2001]. 
 
Abb. 3: Organisation der viralen Genexpression und Funktion der viralen Genprodukte 
[Landolfo, 2003]. 
 
1.4.3 Morphogenese 
Die Morphogenese findet im Kern der Wirtszelle statt und beginnt mit der 
Assemblierung der Kapsidproteine. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
können drei verschiedene Kapsidtypen unterschieden werden: A-, B- und C-
Kapside. Die DNA-freien A-Kapside entstehen vermutlich durch abortive 
DNA-Verpackung. Bei B-Kapsiden handelt es sich um DNA-freie Pro-Kapside, 
die noch das Gerüstprotein (scaffolding protein) enthalten [Welch, 1991]. Die 
korrekte DNA-Verpackung führt zur Bildung von C-Kapsiden. Dabei wird die 
konkatemere virale DNA durch die Terminase zunächst in einzelne 
Genomeinheiten gespalten, welche dann unter ATP-Verbrauch über das 
Portalprotein pUL104 in die Kapside inseriert werden [Dittmer, 2005a; Dittmer, 
2005b]. Die virale Terminase besteht aus der großen Untereinheit pUL56, 
welche die Bindung zwischen DNA und Pro-Kapsid vermittelt und deren 
ATPase-Aktivität die Energie für die Insertion der DNA in die Kapside 
bereitstellt sowie der kleinen Untereinheit pUL89, welche die Spaltung der 
Konkatemere katalysiert [Bogner, 1998; Scheffczik, 2002]. Nach Knospung 
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der Kapside an der Kernmembran und Anlagerung von Tegumentproteinen 
erfolgt die endgültige Umhüllung der Kapside an den Zisternen des tubulären 
Endosoms oder des Trans-Golgi-Netzwerks, in deren Membranen virale 
Glykoproteine inseriert sind [Radsak, 1996; Tooze, 1993]. Die reifen 
Viruspartikel werden schließlich ab 72 h p.i. über Exozytose in den 
extrazellulären Raum entlassen [Mettenleiter, 2002]. 
 
1.5 Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) 
Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) ist ein in allen Eukaryoten 
vorkommendes hochkonserviertes System zum gezielten Abbau von 
Proteinen. Das UPS reguliert zum einen die Degradation fehlgefalteter oder 
defekter Proteine. Zum anderen spielt das UPS durch die selektive 
Degradation von Proteinen eine Schlüsselrolle bei der Regulierung einer 
Vielzahl essentieller zellulärer Prozesse wie Zellzyklus, Differenzierung, 
Apoptose, Antigenpräsentation und DNA-Reparatur [Rivett, 2004; 
Varshavsky, 1997; Wang, 1998a; Wu, 2002]. Die abzubauenden Proteine 
werden dabei in einer koordinierten Abfolge enzymatischer Reaktionen mit 
multiplen Ubiquitinresten kovalent verknüpft. Zunächst wird freies Ubiquitin 
durch das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 ATP-abhängig aktiviert. 
Anschließend erfolgt der Transfer des aktivierten Ubiquitinmoleküls auf das 
Ubiquitin-konjugierende Enzym (E2). Das E2-Enzym transferiert das Ubiquitin 
entweder auf eine Ubiquitin-Protein-Ligase (E3) oder direkt - mit Hilfe der E3-
Ligase - auf einen internen Lysinrest des Substrats [Ciechanover, 2005]. In 
höheren Eukaryoten gibt es nur ein E1-Enzym, jedoch zahlreiche E2-Enzyme 
und weit über hundert verschiedene E3-Ligasen, welche die Spezifität der 
Ubiquitinmarkierung gewährleisten. Mehrere Durchläufe dieser Kaskade 
führen zur multiplen Ubiquitinierung der abzubauenden Proteine. Die Poly-
Ubiquitinketten dienen als Signal für die Substraterkennung durch die 
regulatorischen Untereinheiten des 26S Proteasoms. Einige Proteine können 
jedoch auch Ubiquitin-unabhängig vom Proteasom degradiert werden [Sheaff, 
2000]. Die Mono-Ubiquitinierung von Proteinen scheint Proteasom-
unabhängige, regulatorische Funktionen zu erfüllen [Conaway, 2002]. 
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1.5.1 Aufbau des 26S Proteasoms 
Der multimere und multikatalytische 26S Proteasom-Komplex befindet sich 
sowohl im Zytoplasma als auch im Kern eukaryotischer Zellen. Er besteht aus 
einer zentralen Zylinder-förmigen 20S Untereinheit, die an beiden Enden von 
je einer regulatorischen 19S Untereinheit flankiert wird (siehe Abb. 4).  
 
 
Abb. 4: Aufbau des 26S Proteasoms. Das 26S Proteasom besteht aus der zentralen 
20S Untereinheit, welche von den regulatorischen 19S Untereinheiten flankiert wird. Die 20S 
Untereinheit setzt sich aus vier heptameren Proteinringen zusammen und beherbergt die 
katalytisch aktiven Zentren des Proteasoms. (Quelle: 
http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/P/Proteasome.html) 
 
Die 19S Untereinheiten erkennen und binden ubiquitinierte Substrate und 
verfügen darüber hinaus über eine ATPase-Aktivität, welche die Entfaltung 
der Proteine vor der Einschleusung in das Innere der 20S Untereinheit 
gewährleistet [Coux, 1996]. Die 20S Untereinheit setzt sich aus vier 
symmetrisch angeordneten heptameren Proteinringen zusammen [Elliott, 
2003; Groll, 1997]. Die äußeren α-Ringe bestehen jeweils aus den 
Untereinheiten α1-α7, die als stabilisierendes „Gerüst“ dienen und den 
Zugang zu den katalytischen Zentren kontrollieren. Die beiden inneren 
β-Ringe setzen sich jeweils aus den Untereinheiten β1-β7 zusammen, wobei 
die Untereinheiten β1/delta, β2/Z und β5/MB1 katalytisch aktiv sind und 
unterschiedliche Spaltpräferenzen besitzen. Nach Art der Spaltung der 
Substrate unterscheidet man eine Chymotrypsin-ähnliche (CT-L, β5/MB1), 
eine Trypsin-ähnliche (T-L, β2/Z) sowie eine Peptidylglutamyl-Peptid-
hydrolysierende (PGPH, β1/delta) katalytische Aktivität. 
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1.5.2 Rolle des Proteasoms in der Immunantwort 
Neben dem konstitutiven Proteasom (siehe Abschnitt 1.5.1) existiert in 
Vertebraten ein weiterer Typ des 20S Proteasoms – das Immunproteasom 
(siehe Abb. 5). Inflammatorische Zytokine wie Interferon-α/β oder Interferon-γ 
dienen als Signal für die Bildung des Immunproteasoms und induzieren die 
Synthese homologer, enzymatisch aktiver β-Untereinheiten (β1i/LMP2, 
β2i/MECL1 und β5i/LMP7). Im Immunproteasom ersetzen diese alternativen 
Untereinheiten ihre konstitutiven Homologen [Eleuteri, 1997; Shin, 2006; 
Toes, 2001; Ustrell, 1995]. Dadurch ergibt sich ein verändertes Profil der 
proteolytischen Aktivitäten. Das Immunproteasom verfügt über eine 
gesteigerte CT-L Aktivität und dient vor allem zur Generierung von antigenen 
Peptiden zytoplasmatischer Proteine für die Antigenpräsentation über MHC 
Klasse-I Moleküle [Chen, 2001; Rock, 1999]. 
 
 
Abb. 5: Konstitutives Proteasom und Immunproteasom. Inflammatorische Zytokine wie 
IFN-α/β oder IFN-γ induzieren die Expression der Immunproteasomuntereinheiten β1i/LMP2, 
β2i/MECL1 und β5i/LMP7, welche die homologen Untereinheiten im konstitutiven Proteasom 
ersetzen (nach E. Krüger). 
 
Darüber hinaus ist das 26S Proteasom an der Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa B (NF-κB) beteiligt. Dieser spielt 
eine Schlüsselrolle bei inflammatorischen Prozessen und liegt in 
unstimulierten Zellen im Komplex mit dem Inhibitor I-κB inaktiv im Zytoplasma 
vor. NF-κB kann sich aus verschiedenen Mitgliedern der NF-κB/Rel-
Proteinfamilie zusammensetzen; die Regulation pro-inflammatorischer Gene 
erfolgt jedoch hauptsächlich durch das p65/p50-Heterodimer [Li, 2002; 
Silverman, 2001]. Extrazelluläre Signale wie pro-inflammatorische Zytokine 
oder Pathogen-assoziierte molekulare Muster bewirken die Induktion einer 
Signaltransduktionskaskade, die zur Aktivierung von I-κB-Kinasen (IKK) führt 
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[Mercurio, 1997]. Nach IKK-vermittelter Phosphorylierung von I-κB und 
anschließender Ubiquitinierung wird der Inhibitor schließlich durch das 
Proteasom abgebaut [Karin, 2000]. Freigesetztes NF-κB gelangt in den 
Zellkern und induziert dort die Transkription der entsprechenden Zielgene wie 
beispielsweise Interleukin-1, TNF-α, ICAM und VCAM [Rock, 1999]. 
 
1.5.3 Klassifikation und Wirkungsweise von Proteasom-
inhibitoren (PI) 
Das 26S Proteasom gehört zur Klasse der Threonin-Proteasen, da ein 
N-terminal gelegener Threoninrest des katalytischen Zentrums als Nukleophil 
bei der Spaltung der Peptidbindung fungiert [Myung, 2001]. Diese Art der 
Proteolyse unterscheidet sich von der Wirkungsweise vieler anderer zellulärer 
Proteasen und ermöglicht die relativ spezifische Hemmung des Proteasoms. 
Neben natürlich vorkommenden Proteasominhibitoren (PI) wie Lactacystin 
(aus Streptomyces lactacystinaeus) und Epoxomizin (aus Actinomycetes) ist 
heute eine Vielzahl rational entworfener, synthetischer PI verfügbar 
[Fenteany, 1995; Kisselev, 2001; Meng, 1999]. Eine wichtige Klasse von 
synthetischen PI stellen die Peptidaldehyde dar, welche vor allem die CT-L 
Aktivität des Proteasoms hemmen. Dabei blockiert der Peptidanteil des 
Inhibitors die Substratbindungstasche, während die reaktive Aldehydgruppe 
sich mit dem Threoninrest des katalytischen Zentrums zu einem Hemiazetal 
verbindet. Vertreter dieser Klasse sind die Inhibitoren BSc2118 und MG132 
(siehe Abschnitt 2.1.9.1). Die Hemmung des Proteasoms durch 
Peptidaldehyde ist unter physiologischen Bedingungen reversibel. 
 
1.5.4 Interaktion zwischen Viren und dem UPS 
Viren sind im Rahmen ihrer Vermehrung auf die Wirtszelle angewiesen. Zur 
Optimierung des zellulären Milieus für ihre Replikation und bei der Aus-
einandersetzung mit dem Immunsystem manipulieren sie auch das UPS. So 
kodieren einige Viren für E3-Ligasen, wie für das E6-Protein des Humanen 
Papillomvirus und die adenoviralen Proteine E1B55k und E4orf6 bereits 
gezeigt werden konnte, welche den Proteasom-vermittelten Abbau des 
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zellulären Tumorsuppressorproteins p53 induzieren [Banks, 2003; Scheffner, 
1993]. Auch für HCMV wurden bereits Manipulationen des UPS beschrieben. 
So induziert das Tegumentprotein pp71 direkt nach Infektion der Wirtszelle 
die Proteasom-abhängige Degradation des zellulären Repressorproteins 
hDaxx und leitet auf diese Weise die Transkription der immediate early-Gene 
ein [Saffert, 2006]. Des Weiteren ist auch der durch die HCMV-Proteine US2 
und US11 stimulierte Abbau von MHC Klasse-I Komplexen im Rahmen der 
Immunevasion an das Proteasomsystem gekoppelt [Wiertz, 1996]. 
In Studien mit Proteasominhibitoren (PI) wurde ferner deutlich, dass 
Replikation und Bildung infektiöser Nachkommenviren ebenfalls vom UPS 
abhängen können. Der Mechanismus der antiviralen Wirkung von PI 
unterscheidet sich dabei stark zwischen den einzelnen Virusfamilien. So wird 
bei Influenza der Eintritt der Viren in die Zelle gehemmt [Khor, 2003]. Für 
HSV-1 wurde kürzlich gezeigt, dass PI den Transport der Kapside zum Kern 
blockieren [Delboy, 2008]. Zudem ist die Expression der HSV-1 immediate 
early- und late-Proteine in PI-behandelten Zellen verringert [La Frazia, 2006]. 
Auch beim Vesicular Stomatitis Virus (VSV) konnte die Expression viraler 
Proteine durch PI gehemmt werden [Neznanov, 2008]. Für Coxsackievirus B3 
wurde eine Hemmung der Transkription und Translation viraler Proteine sowie 
eine reduzierte Spaltung des Vorläufer-Polyproteins beschrieben [Luo, 2003; 
Wong, 2007]. Die Spaltung des Gag-Vorläuferproteins von HIV-1 und -2 kann 
ebenfalls durch PI gehemmt werden, woraus eine stark verminderte 
Freisetzung und Infektiosität der Nachkommenviren resultiert [Schubert, 2000; 
Strack, 2000]. Darüber hinaus scheinen PI auch mit späten Ereignissen im 
viralen Replikationszyklus zu interferieren wie beispielsweise der Reifung bei 
Paramyxoviren oder dem Budding bei Rhabdoviren [Harty, 2001].  
Für HCMV konnte kürzlich gezeigt werden, dass PI die virale Replikation 
blockieren und dass vor allem die Expression des sehr frühen Proteins IE2 
unterdrückt ist, während die Expression von IE1 unverändert bleibt [Prösch, 
2003]. Ferner wurde die Hypothese aufgestellt, dass die beobachtete 
Reduktion der early- und late-Genexpression sowie der viralen DNA-Synthese 
auf der Hemmung der IE2-Expression beruht [Prösch, 2003].  
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1.6 Problemstellung 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss von HCMV auf das 
Proteasom und den anti-HCMV-Effekt von Proteasominhibitoren (PI) detailliert 
zu charakterisieren. Durch Bestimmung der Proteasomaktivität soll zunächst 
geklärt werden, ob diese in infizierten Zellen im Vergleich zu nichtinfizierten 
Zellen verändert ist. Ferner soll der Frage nachgegangen werden, ob das 
Proteasom in infizierten Zellen in seiner konstitutiven Form oder als 
Immunproteasom vorliegt.  
In Studien mit PI soll mittels Elektronenmikroskopie zunächst untersucht 
werden, ob es in Anwesenheit von PI zur Bildung infektiöser Nachkommen-
viren kommt. Da bisher lediglich bekannt ist, dass PI die Expression der 
viralen Proteine IE2, pUL44 und pp65 vermindern [Prösch, 2003], soll darüber 
hinaus der Einfluss von PI auf die Expression weiterer early- und late-Proteine 
mittels Immunfluoreszenz- und Western Blot-Analysen charakterisiert werden. 
Ferner soll untersucht werden, wie sich die Hemmung des Proteasoms auf 
die virale DNA-Synthese auswirkt. Dazu sollen Studien mit dem 
Nukleosidanalogon BrdU, welches durch den HCMV-vermittelten virus host 
shutoff überwiegend in neu synthetisierte virale DNA eingebaut wird, 
durchgeführt werden. Der Einfluss von PI auf die Spaltung konkatemerer 
viraler DNA soll mittels Pulsfeldgelelektrophorese untersucht werden, da mit 
dieser Methode große DNA-Fragmente aufgetrennt werden können. 
Schließlich soll der Frage nachgegangen werden, durch welchen 
Mechanismus PI die Virusreplikation unterdrücken. Dabei soll zunächst 
analysiert werden, ob der anti-HCMV-Effekt von PI auf der Hemmung des 
zellulären Transkriptionsfaktors NF-κB beruht. Zur Aufklärung dieser 
Fragestellung soll der Einfluss von PI auf die Replikation und 
Proteinexpression einer Virusmutante, bei welcher die NF-κB-Bindestellen im 
MIE Enhancer/Promotor deletiert sind, untersucht werden. Parallel dazu soll 
abgeschätzt werden, ob der anti-HCMV-Effekt von PI durch die Stabilisierung 
von zellulären Transkriptionsrepressoren wie beispielsweise PML oder hDaxx 
erklärt werden kann. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Zellen 
Humane Vorhautfibroblasten mit knockdown zellulärer Proteine (kd-HFF)  
Primäre humane Vorhautfibroblasten (HFF), die stabil mit Retroviren 
transduziert wurden, welche keine siRNA (Vektor), nicht-funktionelle siRNA 
(siC) oder siRNA gegen die zellulären Proteine PML (siPML2) bzw. hDaxx 
(siDaxx1) exprimieren [Tavalai, 2006]. Alle stabil transduzierten HFF wurden 
freundlicherweise von T. Stamminger, Institut für Klinische und Molekulare 
Virologie der Universität Erlangen-Nürnberg zur Verfügung gestellt. 
 
Humane Lungenfibroblasten (HELF) 
Primäre humane Lungenfibroblasten, die aus dem Lungengewebe eines 
abortierten Fötus isoliert wurden. 
 
Retinale Pigmentepithelzellen (RPE-Zellen) 
Retinale Pigmentepithelzellen, die aus der Retina eines Spenders für eine 
Hornhauttransplantation isoliert wurden. 
 
2.1.2 Virusstämme 
HCMV AD169 
Laborstamm des Humanen Cytomegalievirus [Rowe, 1956]. 
 
VZV JoSt 
Klinisches Isolat (Wildtyp) des Varizella-Zoster-Virus (freundlicherweise von 
C. Gutzeit, Institut für Medizinische Virologie der Charité zu Berlin zur 
Verfügung gestellt). 
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VZV Oka 
Attenuierter Vakzinestamm des Varizella-Zoster-Virus [Takahashi, 1975]. 
 
2.1.3 HCMV BACs 
HB5 
Das HCMV BAC HB5 kodiert für das gesamte Genom (Wildtyp) des HCMV 
Laborstammes AD169 [Borst, 1999].  
 
HB5-GFP 
Das HCMV BAC HB5-GFP trägt eine enhanced green fluorescent protein 
(eGFP)-exprimierende Kassette unter Kontrolle des MIEP des Murinen 
Cytomegalievirus (MCMV) zwischen den offenen Leserahmen US1 und US12 
(freundlicherweise von M. Messerle, Institut für Virologie der Medizinischen 
Hochschule Hannover zur Verfügung gestellt). 
 
HB5ΔNF-κB 
Im HCMV BAC HB5ΔNF-κB sind die vier putativen NF-κB-Bindungsstellen im 
MIE-Enhancer/Promotor durch ortsgerichtete Mutagenese zerstört 
(Konstruktion siehe [Kaspari, 2008], freundlicherweise von A. Zimmermann, 
Institut für Virologie der Universität Düsseldorf zur Verfügung gestellt). 
 
2.1.4 Plasmide 
pG305 
Eukaryotisches Expressionsplasmid (siehe Abb. 6), welches für die HCMV-
Proteine IE1 und IE2 unter Kontrolle des MIE-Enhancer/Promotors kodiert 
(freundlicherweise durch S. Prösch zur Verfügung gestellt). 
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Expressionsplasmids pG305. Das Plasmid kodiert 
für die HCMV-Proteine IE1/2 (Exon 1-5) unter Kontrolle des MIE-Enhancer/Promotors sowie 
für die HCMV-Proteine pUL130-128 unter Kontrolle des SP6-Promotors. Der offene 
Leserahmen UL127 befindet sich unter der Kontrolle des T7-Promotors. Für die Selektion in 
Bakterien besitzt der Vektor ein Ampicillin-Resistenzgen. 
 
2.1.5 Chemikalien 
Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von den Firmen 
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich 
(Steinheim), Fluka Chemie GmbH (Buchs) und Invitrogen (Karlsruhe) 
bezogen. 
 
Chemikalie Hersteller 
Aprotinin Roth, Karlsruhe 
BDMA Agar Scientific, Cambridge 
Bradford-Lösung Biorad, München 
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Complete Protease Inhibitor Cocktail  
Tablets 
Roche, Mannheim 
Cycloheximid Sigma-Aldrich, Steinheim 
DAPI Sigma-Aldrich, Steinheim 
DABCO Sigma-Aldrich, Steinheim 
FluoprepTM BioMérieux, Marcy l’Etoile 
FKS Biochrom, Berlin 
Gentamycinsulfat Cambrex, Taufkirchen 
Heparin Sigma-Aldrich, Steinheim 
New England Biolabs, Frankfurt  Lambda Ladder PFG Marker 
am Main 
LMP Agarose (Seaplaque GTG) Biorad, München 
Methylzellulose Fluka, Buchs 
Page RulerTM Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot 
Puromycin Invivogen, San Diego 
Suc-LLVY-AMC Bachem, Bubendorf 
 
2.1.6 Kits 
AEC Staining Kit Sigma-Aldrich, Steinheim 
SuperSignal West Dura Pierce, Bonn 
Cell Proliferation Kit II (XTT) Roche, Mannheim 
 
2.1.7 Antikörper 
2.1.7.1 Primärantikörper 
Monoklonale Antikörper 
anti-BrdU-Antikörper: Isoliert aus Mäusen (Klon BRD-3; Dianova, Hamburg). 
Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz 1:200 verdünnt eingesetzt. 
 
anti-β-Aktin-Antikörper: Isoliert aus Ziegen (Klon C11; Santa Cruz, Wien). 
Der Antikörper wurde im Western Blot 1:1.000 verdünnt eingesetzt. 
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anti-MB1-Antikörper: Isoliert aus Mäusen (Klon SJJ-3; freundlicherweise von 
D. Siele, Institut für Biochemie der Charité zu Berlin zur Verfügung gestellt). 
Der Antikörper wurde im Western Blot 1:5.000 verdünnt verwendet. 
 
anti-alpha 4-Antikörper: Isoliert aus Mäusen (Klon MCP34, Santa Cruz, 
Wien). Der Antikörper wurde im Western Blot 1:1.000 verdünnt eingesetzt. 
 
anti-NF-κB p50-Antikörper: Isoliert aus Mäusen (Klon E10, Santa Cruz, 
Wien). Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz 1:50 verdünnt 
verwendet. 
 
mAb M23: Maus-anti-pUL112/113-Antikörper [Yamamoto, 1998]. Der 
Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz unverdünnt verwendet. 
 
mAb p63-27: Maus-anti-IE1-Antikörper [Andreoni, 1989], bezogen von T. 
Stamminger, Institut für Klinische und Molekulare Virologie der Universität 
Erlangen-Nürnberg. Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz und im 
Plaquereduktionsassay unverdünnt eingesetzt. 
 
mAb SMX: Maus-anti-IE2-Antikörper, bezogen von B. Plachter, Institut für 
Virologie der Universität Mainz. Der Antikörper wurde in der 
Immunfluoreszenz unverdünnt verwendet. 
 
mAb E13: Maus-anti-IE1/2-Antikörper, bezogen von Oxford Technology. Der 
Antikörper wurde im Western Blot 1:400 verdünnt und im Plaque-
reduktionsassay 1:100 verdünnt verwendet. 
 
mAb 27-156: Maus-anti-gB-Antikörper, bezogen von W. Britt, University of 
Alabama, Birmingham. Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz 
unverdünnt eingesetzt. 
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mAb 28-4: Maus-anti-MCP-Antikörper, bezogen von W. Britt, University of 
Alabama, Birmingham. Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz und im 
Western Blot unverdünnt verwendet. 
 
mAb 58-15: Maus-anti-pp65-Antikörper, bezogen von W. Britt, University of 
Alabama, Birmingham. Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz 1:10 
verdünnt und im Western Blot unverdünnt eingesetzt. 
 
mAb 41-18: Maus-anti-pp28-Antikörper, bezogen von W. Britt, University of 
Alabama, Birmingham. Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz 
unverdünnt verwendet. 
 
mAb BS510: Maus-anti-pUL44-Antikörper, bezogen von W. Britt, University of 
Alabama, Birmingham. Der Antikörper wurde in der Immunfluoreszenz und im 
Western Blot unverdünnt verwendet. 
 
Polyklonale Antikörper 
anti-LMP2-Antikörper: Isoliert aus Kaninchen (abcam, Cambridge). Der 
Antikörper wurde im Western Blot 1:1.000 verdünnt eingesetzt. 
 
anti-delta-Antikörper: Isoliert aus Kaninchen (pAb K43/7, freundlicherweise 
von D. Siele, Institut für Biochemie der Charité zu Berlin zur Verfügung 
gestellt). Der Antikörper wurde im Western Blot 1:1.000 verdünnt eingesetzt. 
 
anti-LMP7-Antikörper: Isoliert aus Kaninchen (abcam, Cambridge). Der 
Antikörper wurde im Western Blot 1:1.000 verdünnt eingesetzt. 
 
pAbUL56: Humanes pUL56-Antiserum [Giesen, 2000]. Der Antikörper wurde 
in der Immunfluoreszenz 1:10 verdünnt eingesetzt. 
 
pAbUL89: Humanes pUL89-Antiserum [Hwang, 2001]. Der Antikörper wurde 
in der Immunfluoreszenz unverdünnt eingesetzt. 
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2.1.7.2 Sekundärantikörper 
Einsatz in der Immunfluoreszenz: 
Anti-Maus F(ab`)2 Fragmente, CyTM3 konjugiert (1:300 verdünnt), bezogen 
von Dianova, Hamburg. 
Anti-Maus F(ab`)2 Fragmente, CyTM2 konjugiert (1:200 verdünnt), bezogen 
von Dianova, Hamburg. 
Anti-Human F(ab`)2 Fragmente, CyTM3 konjugiert (1:300 verdünnt), bezogen 
von Dianova, Hamburg. 
 
Einsatz im Western Blot: 
Anti-Maus IgG (H+L), HRP-konjugiert, (1:4.000 verdünnt), bezogen von 
Pierce, Bonn. 
Anti-Kaninchen IgG (H+L), HRP-konjugiert, (1:3.000 verdünnt), bezogen von 
Biorad, München. 
Anti-Ziege IgG (H+L), HRP-konjugiert, (1:3.000 verdünnt), bezogen von Santa 
Cruz, Wien. 
 
Einsatz im Plaquereduktionsassay: 
Anti-Maus IgG (H+L), HRP-konjugiert, (1:500 verdünnt), bezogen von Sigma-
Aldrich, Steinheim. 
 
2.1.8 Enzyme 
Proteinase K Invitrogen, Karlsruhe 
Trypsin Roth, Karlsruhe 
 
2.1.9 Inhibitoren 
2.1.9.1 Proteasominhibitoren 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Proteasominhibitoren aus den 
Klassen der Peptidaldehyde (MG132, BSc2118), Peptidboronate (MG262) 
und β-Lactone (Lactacystin) eingesetzt (siehe Abb. 7). MG132 wurde in 95% 
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(v/v) Ethanol gelöst. BSc2118, MG262 und Lactacystin wurden in DMSO 
gelöst. Stammlösungen der Proteasominhibitoren wurden bei −20°C gelagert. 
Die Verdünnung der Stammlösungen bis zur jeweiligen Arbeitskonzentration 
erfolgte in Aqua dest. MG132, MG262 und Lactacystin wurden von Biomol, 
Hamburg bezogen. BSc2118 wurde freundlicherweise von U. Kuckelkorn, 
Institut für Biochemie der Charité zu Berlin zur Verfügung gestellt. 
 
MG132: Z-Leu-Leu-Leu-CHO, reversible Hemmung des Proteasoms 
MG262: Z-Leu-Leu-Leu-B(OH)2, reversible Hemmung des Proteasoms 
Lactacystin: C15H24N2O7S, irreversible Hemmung des Proteasoms 
BSc2118: unbekannte Strukturformel, reversible Hemmung des Proteasoms 
 
c
 
Abb. 7: Schematische Darstellung der verwendeten Proteasominhibitoren. (a) MG132, 
(b) MG262, (c) Lactacystin. 
 
2.1.9.2 Calpaininhibitoren 
Calpaininhibitor I und II (siehe Abb. 8) wurden von Biomol, Hamburg bezogen. 
Beide Calpaininhibitoren wurden in DMSO gelöst. Stammlösungen der 
Calpaininhibitoren wurden bei −20°C gelagert. Beide Calpaininhibitoren 
hemmen die Aktivität der zellulären Proteasen Calpain I und II sowie 
Cathepsin B und L. 
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a b
 
Abb. 8: Schematische Darstellung der verwendeten Calpaininhibitoren. (a) 
Calpaininhibitor I, (b) Calpaininhibitor II.
 
2.1.9.3 NF-κB Inhibitor SN50 
SN50 wurde von Biomol, Hamburg bezogen und in Aqua dest gelöst. Stamm-
lösungen von SN50 wurden bei −20°C gelagert. SN50 ist ein zellpermeables 
Peptid, welches die Kernlokalisationssequenz der NF-κB Untereinheit p50 
trägt und den Kernimport des zellulären Transkriptionsfaktors NF-κB hemmt. 
 
2.1.10 Medien 
Flüssigmedium für kd-HFF 
  1 l Ansatz
 DMEM (Lonza) 886.8 ml 
10% (v/v) FKS 100 ml 
2.4 mM L-Glutamin 12 ml 
Gentamycinsulfat 10 mg/l 
(Stammlösung 50 mg/ml) 
0.2 ml 
5 mg/l Puromycin (Stammlösung 5 mg/ml) 1 ml 
 
Flüssigmedium für HELF und RPE 
  1 l Ansatz
 EMEM (Lonza) 959 ml 
2% (v/v) FKS 20 ml 
Gentamycinsulfat 50 mg/l 
(Stammlösung 50 mg/ml) 
1 ml 
2 mM L-Glutamin 10 ml 
1x Nicht-essentielle Aminosäuren 5 ml 
1 mM Natriumpyruvat 5 ml 
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Halbfestes Medium für HELF (Methocel) 
  1 l Ansatz
 10x EMEM (Cambrex) 100 ml 
 Methylzellulose (Stammlösung) 785 ml 
0.2% (v/v) NaHPO3 (Stammlösung 7.5%) 29 ml 
2 mM L-Glutamin 10 ml 
7.5% (v/v) FKS 75 ml 
Gentamycinsulfat 50 mg/l 
(Stammlösung 50 mg/ml) 
1 ml 
 
Stammlösung Methylzellulose 
 1 l Ansatz
Methylzellulose 5 g 
L1 Stammlösung 5 ml 
Aqua dest ad 1 l 
 
L1 Stammlösung  
  1 l Ansatz
350 mM CaCl2 x 2H20 51 g 
200 mM MgCl2 x 6H20 40 g 
Aqua dest  ad 1 l 
 
2.1.11 Puffer und Lösungen 
2.1.11.1 Puffer und Lösungen für die Zellzucht 
Trypsin/EDTA 
NaCl 140 mM 
KCl 5 mM 
Na2HPO4 0.56 mM 
D(+)-Glucose 5 mM 
Tris/HCl, pH 7.0 5 mM 
EDTA in 0.25%iger Trypsin-Lösung 0.01% (v/v) 
Aqua dest  
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PBSo (Phosphat-gepufferte Salzlösung ohne CaCl2 und MgCl2), pH 7.4 
NaCl 137 mM 
KCl 2.7 mM 
K2HPO4 1.4 mM 
Na2HPO4 100 mM 
Aqua dest  
 
PBS 
CaCl2 100 mM 
MgCl2 100 mM 
PBSo  
 
2.1.11.2 Lösung für den Plaquereduktionsassay 
Blocking-Lösung 
FKS 10% (v/v) 
Tween-20 0.2% (v/v) 
PBS  
 
2.1.11.3 Puffer für die Gewinnung von Zellextrakten 
Solubilisierungspuffer (Stammlösung) 
Tris/HCl, pH 7.5 20 mM 
NaCl 150 mM 
Nonidet P-40 1% (v/v) 
NaN3 0.02% (w/v) 
Aqua dest  
 
TEAD-Puffer 
Tris/HCl, pH 7.5 20 mM 
EDTA 1 mM 
NaN3 1 mM 
DTT 1 mM 
Aqua dest  
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2.1.11.4 Puffer für Western Blot-Analysen 
4x SDS-PAGE-Probenpuffer 
Tris/HCl, pH 6.8 200 mM 
β-Mercaptoethanol 4% (v/v) 
SDS 4% (w/v) 
Glycerin 40% (v/v) 
Bromphenolblau 0.01% (w/v) 
Aqua dest  
 
10x SDS-PAGE-Puffer 
Glycin 2 M 
Tris 250 mM 
SDS 1% (w/v) 
Aqua dest  
 
Blotting-Puffer 
Glycin 200 mM 
Tris 25 mM 
Ethanol 20% (v/v) 
Aqua dest  
 
Reblotting-Puffer 
SDS 1.8% (v/v) 
Tris/HCl, pH 6.8 90 mM 
β-Mercaptoethanol 0.64% (v/v) 
Aqua dest  
 
2.1.11.5 Puffer für die Pulsfeldgelelektrophorese  
Lysepuffer 
L-Puffer + 1% (w/v) Na-Sarkosyl und 100 µg/ml Proteinase K 
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L-Puffer  
Tris/HCl, pH 7.5 10 mM 
NaCl 20 mM 
EDTA 100 mM 
Aqua dest  
 
TE 10/10-Puffer 
Tris/HCl, pH 8.0 10 mM 
EDTA 10 mM 
PMSF 1 mM 
Aqua dest  
 
TBE-Puffer (10x) 
Tris 900 mM 
Borsäure 900 mM 
EDTA 10 mM 
Aqua dest  
 
2.1.11.6 Puffer für die Bestimmung der Proteasomaktivität 
Lysepuffer 
Tris/HCl, pH 7.5 20 mM 
EDTA 1 mM 
DTT 1 mM 
NaCl 50 mM 
Nonidet P-40 0.1% (v/v) 
Aqua dest  
 
Assaypuffer 
Tris/HCl, pH 7.5 20 mM 
EDTA 1 mM 
Aqua dest  
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2.1.11.7 Lösungen für die Elektronenmikroskopie 
Epon 
Lösung A: Glycidether 100 (Epon) 20 ml 
 Härter DBA 32 ml 
   
Lösung B: Glycidether 100 (Epon) 32 ml 
 Härter MNA 28 ml 
 
Beide Lösungen wurden 15 min gerührt, vermischt und anschließend 
wiederum 15 min gerührt. Nach Zugabe von 1.5% (v/v) Beschleuniger BDMA 
wurde die Lösung erneut 15 min gerührt. Epon wurde bis zur weiteren 
Verwendung bei -20°C gelagert. 
 
2.1.12 Sonstige Materialien 
Beem-Kapseln® Plano, Wetzlar 
Deckgläschen (Durchmesser 12 mm) MAGV, Rabenau-Londorf 
Kupfernetze Plano, Wetzlar 
Nitrozellulosemembran Schleicher & Schuell, Dassel 
Pipetten Corning Costar, Schiphol-Rijk 
Eppendorf, Hamburg Pipettenspitzen und Reaktionsgefäße 
Sarstedt, Nümbrecht 
PVDF-Membran Sigma-Aldrich, Steinheim 
Whatman Filterpapier Schleicher & Schuell, Dassel 
Zellkulturflaschen und –platten Nunc, Wiesbaden 
 
2.1.13 Geräte 
Gerät / Bezeichnung Hersteller 
CCD-Kamera Image Station 4000MM Kodak 
Digitalkamera 2K MegaView2 Olympus Soft Imaging Solutions 
Elektroblotter TE70X SemiDry Transfer Unit Hoefer 
Elektronenmikroskop TecnaiTM G2 FEI Company 
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ELISA-Reader Sunrise Tecan 
Fluoreszenzkamera Olympus Colorview II Olympus 
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX50 Olympus 
Fluorometer BioTek Instruments 
Laser Scanning-Mikroskop  
LSM 510/ConfoCor2 
Carl Zeiss 
Lichtmikroskop Axiovert 10 Carl Zeiss 
PFGE-Anlage Gene Navigator Pharmacia Biotech 
Spektrophotometer Ultrospec 4000 Pharmacia Biotech 
Ultramikrotom ultracut S Reichert-Jung 
UV-Transilluminator BioDoc Analyze Biometra 
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Zellbiologische Methoden 
2.2.1.1 Zellkultur 
HELF der Passage 10 bis 20, kd-HFF der Passage 10 bis 25 und RPE der 
Passage 1 bis 6 wurden ausgehend von Gefrierstocks in handelsüblichen 
25 cm2, 75 cm2 oder 175 cm2 Zellkulturflaschen bzw. 12 Well, 24 Well oder 
96 Well Zellkulturplatten angezüchtet und passagiert. HELF und RPE wurden 
in EMEM (siehe Abschnitt 2.1.10) kultiviert. Kd-HFF wurden in DMEM (siehe 
Abschnitt 2.1.10) angezüchtet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei einer 
konstanten Temperatur von 37°C und 5%iger CO2-Begasung. 
Zur Passagierung wurden die konfluent gewachsenen Monolayer nach 
Entfernung des Mediums zunächst mit PBS gewaschen und anschließend mit 
auf 37°C erwärmter Trypsin/EDTA-Lösung vom Boden der Zellkulturgefäße 
abgelöst. Die abgelösten Zellen wurden im Verhältnis 1:2 (kd-HFF) bzw. 1:3 
(HELF, RPE) in neue Zellkulturflaschen mit entsprechendem Kulturmedium 
ausgesät. 
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2.2.1.2 Experimentelle HCMV-Infektion 
Konfluente HELF und kd-HFF wurden mit dem HCMV Laborstamm AD169 mit 
unterschiedlicher MOI infiziert (wie angegeben). Vor Zugabe der 
Virussuspension wurde zunächst das Kulturmedium entfernt und die Zellen 
mit PBS gewaschen. Anschließend wurde die entsprechende Menge an 
Virussuspension in EMEM bzw. DMEM ohne Zusatz von FKS auf die Zellen 
gegeben und die Kulturen für 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Das zur 
Infektion eingesetzte Volumen betrug 0.1 ml für 24 Well Zellkulturplatten, 
0.2 ml für 12 Well Zellkulturplatten, 1 ml für 25 cm2 Zellkulturflaschen, 2 ml für 
75 cm2 Zellkulturflaschen und 5 ml für 175 cm2 Zellkulturflaschen. Nach Ende 
der Adsorptionszeit wurde der Überstand mit den nicht-adsorbierten 
Viruspartikeln durch 1 ml (24 Well Zellkulturplatten), 2 ml (12 Well Zellkultur-
platten), 5 ml (25 cm2 Zellkulturflaschen), 15 ml (75 cm2 Zellkulturflaschen) 
oder 40 ml (175 cm2 Zellkulturflaschen) EMEM 2% (v/v) FKS bzw. DMEM 
10% (v/v) FKS ersetzt. 
 
2.2.1.3 Experimentelle VZV-Infektion  
In 25 cm2 Zellkulturflaschen gewachsene HELF (Zellzahl: 1x106/Flasche) 
wurden mit dem VZV Impfstamm Oka bzw. dem VZV Wildtypisolat JoSt mit 
unterschiedlicher MOI infiziert (wie angegeben). Vor Zugabe der VZV-
infizierten Zellsuspension wurde zunächst das Kulturmedium entfernt. 
Anschließend wurde die entsprechende Menge an VZV-infizierter 
Zellsuspension in EMEM ohne Zusatz von FKS auf die Zellen gegeben und 
die Kulturen für 2 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach Ende der 
Adsorptionszeit wurde der Überstand mit den nicht-adsorbierten Viruspartikeln 
durch 5 ml EMEM 2% (v/v) FKS ersetzt. 
 
2.2.1.4 Anzucht und Titerbestimmung von HCMV 
Für die Anzucht des HCMV Laborstammes AD169 wurden konfluent 
gewachsene HELF in 175 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 2x107/Flasche) mit 
einer MOI von 0.1 infiziert. Das Kulturmedium wurde erneuert, sobald 50% 
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der Zellen einen zytopathischen Effekt zeigten (ca. 5-6 Tage nach Infektion). 
Nach 10 Tagen wurde das virushaltige Medium abgenommen. Noch 
vorhandene Zellbestandteile wurden durch Sedimentation (2.500 x g, 5 min, 
4°C) abgetrennt. Die zellfreie Virussuspension wurde aliquotiert und in 
flüssigem Stickstoff gelagert. 
Zur Bestimmung des Titers wurde zunächst eine geometrische 
Verdünnungsreihe (10-1-10-6) der Virussuspension in Kulturmedium 
hergestellt. Die Quantifizierung der infektiösen Einheiten (PFU) in jeweils 
0.1 ml der einzelnen Verdünnungsstufen erfolgte in 12 Well Zellkulturplatten 
(Zellzahl: 5x105/Well) mittels Plaquereduktionsassay (siehe Abschnitt 2.2.1.6). 
Der Titer der Stammsuspension (PFU/ml) ergibt sich aus der Anzahl der 
Plaques (n) der höchsten noch positiven Verdünnungsstufe (10-x) nach der 
Formel:  
 
110/ +×= xnmlPFU
 
2.2.1.5 Titerbestimmung von VZV 
Zur Bestimmung des Virustiters wurden die infizierten Zellen zunächst mit auf 
37°C erwärmter Trypsin/EDTA-Lösung vom Boden der 25 cm2 Zellkultur-
flaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) abgelöst. Anschließend wurde eine 
geometrische Verdünnungsreihe (10-1-10-8) der Zellsuspension in 
Kulturmedium hergestellt. Zur Quantifizierung der infektiösen Einheiten (PFU) 
der einzelnen Verdünnungsstufen wurden HELF in 96 Well Zellkulturplatten 
(Zellzahl: 5x104/Well) mit 50 µl Zellsuspension pro Well infiziert. Pro 
Verdünnungsstufe wurden acht Parallelansätze angesetzt. Nach ca. 4-7 
Tagen zeigten die infizierten Zellen einen zytopathischen Effekt (CPE), der 
unter dem Lichtmikroskop erkennbar war. 
Zunächst wurde die TCID50 (median tissue culture infective dose) anhand der 
Reed-Münch-Formel berechnet. Die Reed-Münch-Formel berücksichtigt den 
akkumulierten Prozentsatz von Wells, die einen CPE aufweisen: 
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Der Titer der Stammsuspension (PFU/ml) wird aus der TCID50 nach der 
Formel  bzw.  ermittelt. ml
TCID 05.0/10 50 mlTCID /2010 50 ×
 
2.2.1.6 Plaquereduktionsassay 
In 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) oder 12 Well 
Zellkulturplatten (Zellzahl: 5x105/Well) gewachsene HELF wurden mit HCMV 
AD169 mit einer MOI von 0.001 infiziert. Nach einer Adsorptionszeit von 1 h 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit Methocel (siehe Abschnitt 
2.1.10) überschichtet. Das halbfeste Medium gestattet die Virusausbreitung 
von Zelle zu Zelle, so dass es zur Bildung von Plaques kommt. Sieben Tage 
nach Infektion wurde das Medium entfernt und die Zellen mit einem 
Ethanol/Aceton-Gemisch (95:5) für 30 min bei –20°C fixiert. Zur Absättigung 
unspezifischer Bindungen wurden die Zellen für 30 min bei 37°C mit Blocking-
Lösung inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit dem gegen HCMV IE1 
gerichteten Primärantikörper mAb p63-27 für 1 h bei 37°C inkubiert. Danach 
wurden die Zellen 5x mit PBS gewaschen und für 2 h mit einem HRP-
konjugierten anti-Maus Sekundärantikörper bei 37°C inkubiert. Nach 
erneutem Waschen der Zellen mit PBS wurden die infizierten Zellen mit Hilfe 
des AEC Staining Kits den Angaben des Herstellers folgend durch eine 
Farbreaktion visualisiert. Die Kerne der HCMV-infizierten Zellen zeigten nach 
einer Einwirkzeit von 30 min eine Rotfärbung, so dass die Anzahl der PFU mit 
Hilfe eines Lichtmikroskops quantifiziert werden konnte. 
 
2.2.1.7 Transiente Transfektion 
Das Einbringen von Plasmid-DNA in RPE-Zellen erfolgte mittels SuperFect® 
Transfektionsreagenz gemäß den Angaben des Herstellers. RPE-Zellen 
wurden auf Deckgläschen in 12 Well Zellkulturplatten bis zu einer Konfluenz 
von 60-80% (Zellzahl: 3x105-4x105/Well) kultiviert. Zur transienten 
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Transfektion wurden pro Well 3 µg des Plasmids pG305 (siehe Abschnitt 
2.1.4) in 75 µl EMEM (ohne Serum und Antibiotika) eingesetzt. Diesem 
Ansatz wurden pro Well 7.5 µl SuperFect® Transfektionsreagenz hinzugefügt. 
Zur Ausbildung der Transfektionskomplexe wurde der Ansatz für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde das Medium von den 12 Well 
Zellkulturplatten entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach Zugabe 
von 400 µl EMEM (mit Serum und Antibiotika) pro Well wurde der 
Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben (insgesamt 482.5 µl pro Well) 
und die Platten für 2 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die 
Transfektionskomplexe durch Waschen mit PBS entfernt und die Zellen mit 
1 ml EMEM (mit Serum und Antibiotika) für weitere 48 h bei 37°C inkubiert. 
 
2.2.1.8 Zytotoxizitätsbestimmung (XTT Assay) 
Die zytotoxische Wirkung von Proteasominhibitoren auf HELF, kd-HFF und 
RPE-Zellen wurde mit Hilfe des Cell Proliferation Kit II in 96 Well 
Zellkulturplatten (Zellzahl: 5x104/Well) bestimmt. Nach Entfernung des 
Kulturmediums wurden die konfluent gewachsenen Monolayer mit 
verschiedenen Konzentrationsstufen von MG132, MG262, BSc2118 oder 
Lactacystin in 100 µl Kulturmedium pro Well bei 37°C inkubiert. Pro 
Konzentrationsstufe wurden acht Parallelansätze angesetzt. Nach 72 h 
wurden 50 µl der XTT-Reaktionslösung (Mischung aus XTT und Elektronen-
koppelndem Reagenz im Verhältnis 50:1) pro Well zugegeben 
(Endkonzentration XTT 0.3 mg/ml). Nach einer weiteren Inkubation der 
Zellkulturplatten für 4 h bei 37°C wurde die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes 
XTT zum orangen Farbstoff Formazan, die nur in lebenden Zellen stattfindet, 
bei 492 nm spektrophotometrisch mittels ELISA-Plattenreader (Sunrise, 
Tecan) quantifiziert (Referenzwellenlänge 650 nm). 
 
2.2.1.9 Gewinnung von Zellextrakten 
Zur Gewinnung von Zellextrakten wurden die Zellkulturen zunächst dreimal 
mit eiskaltem PBS gewaschen. Nach dem Abschaben vom Flaschenboden 
wurden die Zellen sedimentiert (2.500 x g, 10 min). Die Zellen wurden in 1 ml 
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PBS resuspendiert und erneut sedimentiert (10.000 x g, 2x à 30 s). 
Anschließend wurden die Zellen in 80-120 µl Solubilisierungspuffer 
aufgeschlossen. Um eine Degradation der Proteine zu verhindern, wurde der 
Solubilisierungspuffer kurz vor Gebrauch mit Complete Protease Inhibitor 
Cocktail Tablets (Menge nach Vorgaben des Herstellers) versetzt. Nach 
Inkubation der Proben für 30 min bei 4°C im Schüttler wurden die Zelltrümmer 
durch Sedimentation (20.000 x g, 30 min, 4°C) abgetrennt. Die Überstände 
wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
2.2.1.10 Gewinnung von Proteasom-Rohextrakten 
In 75 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 1x107/Flasche) kultivierte HELF wurden 
zunächst dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Nach dem Abschaben vom 
Flaschenboden wurden die Zellen sedimentiert (2.500 x g, 10 min). Die Zellen 
wurden in 1 ml PBS resuspendiert und erneut sedimentiert (10.000 x g, 2x 
à 30 s). Anschließend wurden die Zellen in TEAD-Puffer mit 0.1% (v/v) Triton 
X-100 aufgenommen. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch Frieren/Tauen 
(ca. 3-5x abwechselnde Inkubation der Zellen in flüssigem Stickstoff bzw. bei 
37°C im Heizblock). Zelltrümmer wurden durch Sedimentation (20.000 x g, 
30 min, 4°C) abgetrennt. Die Überstände wurden bis zur weiteren 
Verwendung bei -80°C gelagert. 
 
2.2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.2.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen in Lösung 
Der Proteingehalt von Zellextrakten wurde nach der Methode von Bradford 
bestimmt [Bradford, 1976]. Die Eichkurve wurde anhand einer Konzentrations-
reihe von BSA (30, 70, 100, 150 und 200 µg/ml in 100 µl PBS) erstellt, wobei 
die einzelnen Konzentrationsstufen mit jeweils 900 µl Bradford-Reagenz 
versetzt wurden. Um den linearen Messbereich einzuhalten, wurden die 
Zelllysate im Verhältnis 1:100 in PBS verdünnt und anschließend ebenfalls mit 
900 µl Bradford-Lösung versetzt. Nach 20 min wurde die Absorption bei 
595 nm gegen einen Leerwert (100 µl PBS in 900 µl Bradford-Lösung) 
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photometrisch bestimmt. Der Proteingehalt der Proben wurde anhand der 
erstellten Eichkurve mit Hilfe der SWIFT Protein Quantification Software 
berechnet. 
 
2.2.2.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Auftrennung von Proteingemischen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte 
mittels SDS-PAGE nach Laemmli [Laemmli, 1970]. 
Die Glasplatten für das Polyacrylamidgel wurden mit Hilfe von 1 mm 
Abstandshaltern zusammengesetzt. Das 10%ige (v/v) Trenngel wurde 
unmittelbar nach Induktion der Polymerisationsreaktion durch Zugabe von 
10% (v/v) APS und 0.1% (v/v) TEMED bis 1 cm unter den Kamm gegossen 
und mit Aqua dest überschichtet. Nach der Polymerisation wurde das 
Trenngel mit dem 3.75%igen (v/v) Sammelgel überschichtet. Anschließend 
wurde der Kamm eingesetzt. Vor dem Beladen des Gels wurden die Proben 
mit 4x Probenpuffer versetzt und die Proteine für 5 min bei 96°C denaturiert. 
Zur Abschätzung der Molekulargewichte wurde ein Größenstandard 
mitgeführt (Page RulerTM Prestained Protein Ladder). Um die Bildung einer 
einheitlichen Lauffront der Proteine im Sammelgel zu gewährleisten, erfolgte 
die Elektrophorese zunächst bei 15 mA in 1x SDS-PAGE-Puffer. Nach Ein-
laufen der Proben in das Trenngel wurde die Stromstärke auf 20 mA erhöht. 
 
Sammelgel 
Rotiphorese® Gel 30 3.75% (v/v) 
Tris/HCl, pH 6.8 125 mM 
SDS 0.1% (w/v) 
APS 0.04% (v/v) 
TEMED 0.1% (v/v) 
Aqua dest  
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Trenngel 
Rotiphorese® Gel 30 10% (v/v) 
Tris/HCl, pH 8.8 370 mM 
Glycerin 5% (v/v) 
SDS 0.1% (w/v) 
APS 0.1% (v/v) 
TEMED 0.1% (v/v) 
Aqua dest  
 
2.2.2.3 Immunoblot 
Proteine aus Zelllysaten (siehe Abschnitt 2.2.1.9) können nach Auftrennung 
über SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.2.2.2) mittels Immunoblot nachgewiesen 
werden. Dabei werden die auf eine Membran (z.B. aus Nitrozellulose oder 
PVDF) transferierten Proteine spezifisch über Antigen-Antikörper-Reaktionen 
detektiert. 
Zunächst wurde die Nitrozellulose- bzw. PVDF-Membran für 15 min bei 
Raumtemperatur in Blotting-Puffer bzw. Methanol inkubiert. Zum Transfer der 
Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf die Membran (0.2 µm Porengröße) 
wurde das SemiDryBlot-Verfahren angewendet. Dazu wurden drei in Blotting-
Puffer getränkte Filterpapiere, die Membran, das Gel und drei weitere 
Filterpapiere zwischen zwei Plattenelektroden aufeinander geschichtet. Der 
Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte bei einer Stromstärke von 
0.8 mA/cm2 Blotfläche über einen Zeitraum von 90 min. Die freien 
Bindungsstellen auf der Membran wurden durch Inkubation mit 5% (w/v) 
Magermilchpulver in PBS/0.1% (v/v) Tween-20 für 30 min bei 
Raumtemperatur abgesättigt. Nach dreimaligem Waschen der Membran in 
PBS/0.1% (v/v) Tween-20 à 5 min erfolgte die Inkubation mit dem 
spezifischen Primärantikörper über Nacht bei 4°C auf dem Schüttler. Zur 
Entfernung überschüssiger, ungebundener Immunglobuline wurde die 
Membran 3x à 5 min in PBS/0.1% (v/v) Tween-20 gewaschen. Anschließend 
wurde die Membran für 90 min mit dem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper 
(in PBS/0.1% (v/v) Tween-20) inkubiert. Nach erneutem Waschen der 
Membran erfolgte der Nachweis der spezifisch detektierten Proteine durch die 
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Zugabe von SuperSignal West Dura ECL-Reagenz. Bei der ECL-Reaktion 
(enhanced chemoluminescence) katalysiert die an den Sekundärantikörper 
gekoppelte Peroxidase die Oxidation von Luminol und erzeugt auf diese 
Weise ein Chemolumineszenzsignal. Das entstehende Lichtsignal wurde 
mittels CCD-Kamera (Kodak 4000 MM) unter Verwendung der Kodak 
Molecular Imaging Software dokumentiert.  
Durch Inkubation der Membran in Reblotting-Puffer für 20 min bei 65°C im 
Wasserbad wurde die Antigen-Antikörper-Bindung wieder gelöst. Die 
Membran konnte somit nach erneutem Absättigen mit Milchpulver zur 
Detektion weiterer Proteine verwendet werden. 
 
2.2.2.4 Immunfluoreszenzfärbung 
Die Immunfluoreszenzfärbung wurde zum Nachweis viraler Proteine in 
transfizierten oder infizierten Zellen durchgeführt. Bei der indirekten 
Immunfluoreszenz erfolgt der Proteinnachweis über einen fluoreszenz-
markierten Sekundärantikörper, der gegen den spezifischen, nicht-markierten 
Primärantikörper gerichtet ist. Die Immunfluoreszenzfärbung gibt zudem 
Aufschluss über die subzelluläre Lokalisation von Proteinen. 
 
Fixierung und Permeabilisierung von Zellen 
Bei der Immunfluoreszenz erfolgte die Fixierung der Zellen mit 
Paraformaldehyd, da bei dieser Methode sowohl die morphologische Struktur 
der Zelle als auch die Antigenität weitgehend erhalten bleiben. Die 
Paraformaldehyd-Fixierung erfordert zusätzlich die Permeabilisierung der 
Zellmembran durch nicht-ionische Detergenzien, um die Bindung der 
Antikörper an intrazelluläre Antigene zu ermöglichen. 
Deckglaskulturen in 24 Well Zellkulturplatten (Zellzahl: 1x105/Well) oder 
12 Well Zellkulturplatten (Zellzahl: 5x105/Well) wurden mit 3% (w/v) Paraform-
aldehyd in PBS für 20 min fixiert und danach mit PBS gewaschen. Zur 
Neutralisierung der freien Aldehydgruppen wurden die Zellen für 10 min mit 
50 mM NH4Cl (in PBS) inkubiert und anschließend mit PBS gewaschen. 
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Schließlich wurden die Zellen für 5 min mit 0.2% (v/v) Triton X-100 in PBS 
permeabilisiert und erneut gewaschen. 
 
Immunfluoreszenzfärbung permeabilisierter Zellen 
Fixierte Deckglaskulturen wurden mit dem Primärantikörper für 60 min in einer 
feuchten Kammer inkubiert. Der Primärantikörper wurde gegebenenfalls mit 
3% (w/v) BSA in PBS verdünnt (siehe Abschnitt 2.1.7). Im Anschluss wurden 
nicht gebundene Antikörper durch Waschen mit PBS entfernt. Darauf folgte 
die Inkubation mit dem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörper (in 3% 
(w/v) BSA) für 30 min ohne Lichteinwirkung. Zur Anfärbung der Zellkerne 
wurde zusätzlich der DNA-Farbstoff DAPI (1 µg/ml) zugegeben. Die Präparate 
wurden anschließend mit PBS und Aqua dest gewaschen, um die Ausbildung 
von Salzkristallen zu verhindern. Die Deckgläschen wurden in FluoprepTM mit 
2.5% (w/v) DABCO auf Objektträgern fixiert, getrocknet und anschließend mit 
Hilfe eines konfokalen Carl Zeiss LSM 510/ConfoCor2 Laser Scanning 
Mikroskops oder eines Olympus BX 50 Fluoreszenzmikroskops analysiert. Die 
Proben wurden mittels Olympus Colorview II Kamera in Verbindung mit der 
Cell D Software (Fluoreszenzmikroskop) bzw. mittels Digitalkamera in 
Verbindung mit der LSM510 Meta Software (konfokales Laser Scanning 
Mikroskop) fotografiert. 
 
2.2.2.5 Pulsfeldgelelektrophorese 
Die Pulsfeldgelelektrophorese erlaubt die Auftrennung großer DNA-
Fragmente wie z.B. viraler DNA über das Anlegen von elektrischen Impulsen 
in einem Winkel von je 60° zur Laufrichtung.  
Zur Isolierung viraler DNA aus HCMV-infizierten HELF wurden die Zellen 
zunächst vom Boden der Zellkulturgefäße (25 cm2 Zellkulturflaschen, Zellzahl: 
1x106/Flasche) abgeschabt, sedimentiert (2.500 x g, 5 min), mit PBS 
gewaschen und erneut sedimentiert (10.000 x g, 5 min). Die sedimentierten 
Zellen wurden in 100 μl L-Puffer aufgenommen, mit 100 μl 2% (w/v) LMP-
Agarose sowie 10 mg/ml Proteinase K versetzt und in Blockform abgekühlt. 
Zum Aufschluss der Zellen wurden die Blöckchen in 1 ml Lysepuffer versetzt 
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mit 100 µg/ml Proteinase K bei 50°C inkubiert. Der Puffer wurde nach 3 h 
erneuert und die Lyse über Nacht fortgesetzt. Anschließend wurde der 
Lysepuffer erneut gewechselt. Nach ca. 5 h wurde der Lysepuffer 
abgenommen. Zur Inaktivierung der Proteinase K wurden die Blöckchen in 
TE 10/10-Puffer über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
wurde der TE 10/10-Puffer gewechselt und die Blöckchen erneut über Nacht 
bei Raumtemperatur inkubiert. Schließlich wurden die Gelblöcke zweimal für 
30 min in 0.5x TBE-Puffer äquilibriert und in ein 1%iges (w/v) LMP-
Agarosegel eingebracht. Die Elektrophorese erfolgte in 0.5x TBE für 27 h bei 
14°C mit einem Pulswinkel von 120° und einer Pulszeit von 15-110 s bei 
150 V/cm. Im Anschluss wurde das Gel für 1 h mit 1 µg/ml Ethidiumbromid 
gefärbt. Die angefärbte DNA wurde mittels UV-Transilluminator (BioDoc 
Analyze, Biometra) visualisiert und fotografiert. Die Größe der HCMV-
Monomere (240 kb) wurde mittels Lambda Ladder PFG Marker bestimmt. 
 
2.2.2.6 Elektronenmikroskopie 
HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) wurden in 4 ml 
20 mM HEPES pH 7.4 mit 2.5% (v/v) Glutaraldehyd geerntet, 90 min fixiert 
und anschließend sedimentiert (2.500 x g, 15 min). Nach dreimaligem 
Waschen mit Aqua dest (2.500 x g, 5 min) und Nachfixierung mit 500 µl 
1% (v/v) Osmiumtetroxid in Aqua dest für 1 h wurden die Zellen erneut mit 
Aqua dest gewaschen (20.000 x g, 2x à 5 min). Zur verbesserten 
Kontrastierung der Membranen wurden die Zellen für 1 h mit 1 ml 0.1% (w/v) 
Tannin (in HEPES pH 7.4) inkubiert. Die anschließende Inkubation mit 
1% (w/v) Natriumsulfat (in HEPES pH 7.4) für 2x 10 min diente zum 
Entwässern der Proben. Nach weiterer Dehydrierung mit 50% Ethanol für 3x 
5 min wurden die Zellen für 30 min mit 0.2% (w/v) Uranylacetat in 70% 
Ethanol gefärbt, gefolgt von Dehydrierungsschritten mit 90% bzw. 100% 
Ethanol für je 3x 10 min und 100% Propylenoxid für 2x 20 min. Im Anschluss 
wurden die Zellen für 1 h in 33% und nachfolgend 66% Epon (siehe Abschnitt 
2.1.11.7) in Propylenoxid inkubiert und schließlich in 100% Epon in Beem-
Kapseln® (Polyethylen-Kapseln mit pyramidenförmiger Spitze) eingebettet. 
Zur Polymerisation wurden die Proben für 72 h bei 60°C inkubiert. Die 
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Herstellung von Ultradünnschnitten erfolgte mit einem Ultramikrotom. Die 
Schnitte wurden auf mit Pioloform beschichtete Kupfernetze übertragen und 
für 10 min mit 1% (w/v) Uranylacetat in 40% Ethanol sowie für 10 min mit 
Bleizitrat zur Kontrastierung angefärbt. Anschließend erfolgte die Analyse mit 
einem TecnaiTM G2 Elektronenmikroskop bei einer konstanten Spannung von 
120 kV. Die Aufnahme von Mikrographen erfolgte mit Hilfe einer 2K 
MegaView2-Digitalkamera bei kalibrierten Vergrößerungen.  
 
2.2.2.7 Bestimmung der CT-L Proteasomaktivität 
HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) wurden mittels 
Zellschaber geerntet und in 120 µl Lysepuffer (siehe Abschnitt 2.1.11.6) 
aufgenommen. Anschließend wurden die Zellfragmente sedimentiert 
(2.500 x g, 20 min, 4ºC). Um die Degradation der Proteasomen zu verhindern, 
wurde der Überstand mit Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (nach 
Angaben des Herstellers) behandelt. Die Chymotrypsin-ähnliche (CT-L) 
Aktivität des Proteasoms wurde anhand der Umsetzung des fluorogenen 
Substrats Suc-LLVY-AMC bestimmt. Dazu wurden 10 µl Zellextrakt für 30 min 
in 100 µl Assaypuffer zusammen mit 50 µM Substrat bei 37°C inkubiert. Das 
freigesetzte AMC wurde durch Fluoreszenzemission bei 460 nm (Anregung 
bei 390 nm) mittels Fluorometer detektiert und mit Hilfe der KC4 Software 
(BioTek Instruments, Vermont) ausgewertet. Die Menge an umgesetztem 
Substrat wurde anhand von Eichkurven, die mit reinem AMC erstellt wurden 
(0, 0.1, 1, 10, 100 1.000, 2.000, 5.000, 10.000 nM AMC), ermittelt. Die 
Proteasomaktivität wurde als nM freigesetztes AMC / 30 min / µg Protein 
berechnet. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Einfluss von HCMV auf die Proteasomaktivität 
3.1.1 CT-L Proteasomaktivität in HCMV-infizierten HELF 
Um zunächst den Einfluss von HCMV auf die Proteasomaktivität zu 
untersuchen, wurden nichtinfizierte (mock) oder mit dem Laborstamm AD169 
infizierte (MOI 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 oder 2) HELF in 25 cm2 Zellkultur-
flaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) mit 0.5 µM MG132 oder dem 
entsprechenden Volumen des Lösungsmittels inkubiert. Die Zellen wurden 
72 h p.i. zur Bestimmung der Proteasomaktivität geerntet (siehe Abschnitt 
2.2.2.7). Die Versuche beschränkten sich auf die Bestimmung der 
Chymotrypsin-ähnlichen (CT-L) Proteasomaktivität, da diese als einzige der 
drei katalytischen Aktivitäten des Proteasoms in Zelllysaten detektiert werden 
kann. Die CT-L Proteasomaktivität wurde mit Hilfe eines Fluorometers unter 
Verwendung der KC4 Software (BioTek Instruments) gemessen. 
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Abb. 9: Einfluss von HCMV auf die CT-L Proteasomaktivität in HELF. Nichtinfizierte 
(mock) oder mit HCMV AD169 infizierte HELF (MOI 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 oder 2) wurden mit 
0.5 µM MG132 oder dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels (w/o) behandelt. Die 
CT-L Proteasomaktivität wurde 72 h p.i. in Zellextrakten gemessen. Die Darstellung zeigt die 
Mittelwerte (± Standardabweichung) bezogen auf die nichtinfizierte, Lösungsmittel-behandelte 
Kontrolle aus drei unabhängigen Experimenten. 
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In Abhängigkeit von der MOI war die CT-L Proteasomaktivität in HCMV-
infizierten HELF gegenüber der nichtinfizierten Kontrolle bis zu siebenfach 
erhöht (siehe Abb. 9, MOI 2). In Anwesenheit von 0.5 µM MG132 war die 
CT-L Proteasomaktivität gegenüber der Kontrolle um durchschnittlich 70-80% 
reduziert. Diese Reduktion war unabhängig von der eingesetzten MOI. Die 
teilweise hohe Standardabweichung der Proteasomaktivität könnte auf der 
Verwendung unterschiedlich häufig passagierter HELF beruhen. 
 
3.1.2 CT-L Proteasomaktivität in HELF nach Infektion mit 
UV-inaktiviertem HCMV 
Die Erhöhung der CT-L Proteasomaktivität in HCMV-infizierten HELF könnte 
einerseits „aktiv“ vom Virus induziert werden, andererseits jedoch auch auf 
der „passiven“ Induktion des Immunproteasoms beruhen, für welches eine 
gesteigerte CT-L Aktivität im Vergleich zum konstitutiven Proteasom 
beschrieben ist (siehe Abschnitt 1.5.2). Bei der Adsorption von HCMV an die 
Wirtszelle wird das Virus durch den Toll-like receptor 2 erkannt, wodurch eine 
Signalkaskade ausgelöst wird, die zur Synthese von Interferon-α und –β führt 
[Botero, 2008; Juckem, 2008]. Da Shin et al. kürzlich zeigen konnten, dass 
auch Typ I-Interferone den Wechsel vom konstitutiven Proteasom zum 
Immunproteasom auslösen können [Shin, 2006], wäre es möglich, dass es 
sich bei der beobachteten Erhöhung der CT-L Proteasomaktivität lediglich um 
die Folge einer zellulären Abwehrreaktion handelt. 
Um dieser Frage nachzugehen, wurden Versuche mit UV-inaktiviertem HCMV 
durchgeführt. Durch die Bestrahlung mit UV-Licht wird das virale Genom 
irreparabel geschädigt, so dass die Expression der viralen Gene nicht mehr 
stattfinden kann. Adsorption und Viruseintritt laufen jedoch unabhängig von 
der viralen Genexpression ab und finden daher auch nach der UV-
Inaktivierung statt. 
Für den Versuch wurden HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 
1x106/Flasche) mit dem Laborstamm AD169 bzw. mit UV-inaktiviertem AD169 
(Dosis: 7 J/cm2) mit einer MOI von 1 infiziert. Nichtinfizierte HELF (mock) 
dienten als Kontrolle. Die Zellen wurden 72 h p.i. zur Bestimmung der CT-L 
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Proteasomaktivität geerntet (siehe Abschnitt 2.2.2.7). Die Messung der CT-L 
Proteasomaktivität erfolgte mit Hilfe eines Fluorometers unter Verwendung 
der KC4 Software (BioTek Instruments).  
Die Wirksamkeit der UV-Inaktivierung wurde anhand einer indirekten 
Immunfluoreszenzfärbung (siehe Abschnitt 2.2.2.4) von nichtinfizierten (mock) 
oder HCMV-infizierten (MOI 1) Deckglaskulturen von HELF unter 
Verwendung eines Primärantikörpers gegen das virale Protein IE1 und anti-
Maus Cy3-konjugierten F(ab`)2 Fragmenten als Sekundärantikörper überprüft 
(siehe Abb. 10 B). Die Dokumentation der Immunfluoreszenzfärbung erfolgte 
mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops und einer Digitalkamera in Verbindung 
mit der Cell D Software (Olympus). 
 
 
Abb. 10: Einfluss von UV-inaktiviertem HCMV auf die CT-L Proteasomaktivität in HELF. 
HELF wurden nicht infiziert (mock) bzw. mit HCMV AD169 oder UV-inaktiviertem AD169 
(Dosis: 7 J/cm2) mit einer MOI von 1 infiziert. (A) Die CT-L Proteasomaktivität wurde 72 h p.i. 
in Zelllysaten bestimmt. Die Darstellung zeigt die Mittelwerte (± Standardabweichung) 
bezogen auf die nichtinfizierte Kontrolle aus drei unabhängigen Experimenten. (B) Die UV-
Inaktivierung des Virus wurde mit Hilfe einer indirekten Immunfluoreszenzfärbung gegen das 
virale Protein IE1 (mAb p63-27) überprüft. Die Färbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI. Die 
Darstellung zeigt einen repräsentativen von drei unabhängigen Versuchen. 
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Die CT-L Proteasomaktivität in HELF, die mit unbehandeltem Virus infiziert 
wurden, war gegenüber der nichtinfizierten Kontrolle ca. achtfach erhöht 
(siehe Abb. 10 A). Im Gegensatz dazu war die CT-L Aktivität in HELF, die mit 
UV-inaktiviertem Virus infiziert wurden, lediglich um 30% gegenüber der 
nichtinfizierten Kontrolle erhöht. 
Dieses Experiment zeigte, dass Adsorption und Eintritt des Virus allein keine 
signifikante Steigerung der CT-L Proteasomaktivität auslösen, sondern dass 
vielmehr die Expression viraler Proteine dafür nötig ist. Es ist daher nicht 
anzunehmen, dass die Erhöhung der Proteasomaktivität in HCMV-infizierten 
HELF auf der Induktion des Immunproteasoms beruht und es sich bei dem 
beobachteten Effekt lediglich um einen Aspekt der antiviralen Immunantwort 
der Wirtszelle handelt. 
 
3.1.3 Zusammensetzung des Proteasoms in HCMV-
infizierten HELF 
Um weiter aufzuklären, ob die Erhöhung der CT-L Proteasomaktivität auf der 
Induktion des Immunproteasoms beruht, wurde die Zusammensetzung des 
Proteasoms in HCMV-infizierten HELF mittels Western Blot analysiert. 
Nichtinfizierte oder mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI von 1 infizierte 
HELF in 75 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 1x107/Flasche) wurden 24, 48 
oder 72 h p.i. für eine Auftrennung der Zellextrakte durch SDS-PAGE geerntet 
(siehe Abschnitt 2.2.2.2). Für die Western Blot-Analysen (siehe Abschnitt 0) 
wurden Primärantikörper gegen die Untereinheiten des konstitutiven 
Proteasoms (β5/MB1, β1/delta) bzw. gegen die korrespondierenden 
Untereinheiten des Immunproteasoms (β5i/LMP7, β1i/LMP2) sowie die 
entsprechenden anti-Maus IgG (β5/MB1) bzw. anti-Kaninchen IgG (β1/delta, 
β5i/LMP7, β1i/LMP2) HRP-konjugierten Sekundärantikörper eingesetzt. 
Gereinigte 20S Proteasomen aus humanen Erythrozyten dienten als 
Positivkontrolle für die Expression der Untereinheiten des konstitutiven 
Proteasoms, während gereinigte 20S Proteasomen aus Splenozyten als 
Positivkontrolle für die Expression der Untereinheiten des Immunproteasoms 
eingesetzt wurden. 
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Das Auftragen einheitlicher Proteinmengen wurde durch Abgleich der Menge 
der invarianten Proteasomuntereinheit alpha 4 gewährleistet. Zum Nachweis 
der HCMV-Infektion wurde ein Immunoblot mit einem Primärantikörper gegen 
die viralen Proteine IE1/2 und einem anti-Maus IgG HRP-konjugierten 
Sekundärantikörper durchgeführt. Die angefärbten Proteine wurden mittels 
CCD-Kamera detektiert und unter Verwendung der Kodak Molecular Imaging 
Software dokumentiert. 
 
 
Abb. 11: Zusammensetzung des Proteasoms in HCMV-infizierten HELF. Nichtinfizierte 
oder HCMV AD169 infizierte HELF (MOI 1) wurden 24, 48 bzw. 72 h p.i. für die Gewinnung 
von Zellextrakten geerntet. Nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE und Transfer 
auf PVDF-Membranen erfolgte der Nachweis der HCMV-Proteine IE1/2 sowie der 
Proteasomuntereinheiten β5i/LMP7, β1i/LMP2, β5/MB1 und β1/delta. Das Auftragen 
einheitlicher Proteinmengen wurde durch Abgleich der Menge der invarianten 
Proteasomuntereinheit alpha 4 gewährleistet. Aufgereinigte 20S Proteasomen aus humanen 
Erythrozyten (E) dienten als Positivkontrolle für die Expression der Untereinheiten des 
konstitutiven Proteasoms. Aufgereinigte 20S Proteasomen aus humanen Splenozyten (S) 
dienten als Positivkontrolle für die Expression der Untereinheiten des Immunproteasoms. Die 
Darstellung zeigt einen repräsentativen von drei unabhängigen Versuchen. 
 
Die Western Blot-Analysen ergaben, dass die Immunproteasomuntereinheiten 
β5i/LMP7 und β1i/LMP2 zu keinem der untersuchten Zeitpunkte in HCMV-
infizierten HELF exprimiert werden (siehe Abb. 11). In nichtinfizierten HELF 
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war hingegen eine schwache Expression von β5i/LMP7 (24, 48 und 72 h p.i.) 
sowie β1i/LMP2 (72 h p.i.) zu beobachten. Eine Erklärung dafür könnte sein, 
dass die Zellen Stress ausgesetzt waren (beispielsweise durch zu hohe 
Zelldichte), wodurch die Expression von Untereinheiten des Immun-
proteasoms ebenfalls ausgelöst werden kann [Callahan, 2006; Fuertes, 
2003]. Im Hinblick auf die Expression der konstitutiven Untereinheiten β5/MB1 
und β1/delta war zu keinem der untersuchten Zeitpunkte ein Unterschied 
zwischen nichtinfizierten und HCMV-infizierten HELF feststellbar. 
Das Experiment zeigte, dass die Induktion des Immunproteasoms in HCMV-
infizierten HELF unterdrückt ist. Im Einklang mit den unter 3.1.2 erhaltenen 
Ergebnissen lässt sich somit schlussfolgern, dass die Erhöhung der CT-L 
Proteasomaktivität in infizierten HELF nicht auf der Induktion des 
Immunproteasoms beruht. 
 
3.1.4 Kinetik der CT-L Proteasomaktivität in HCMV-infizierten 
HELF 
Zur näheren Charakterisierung des Anstiegs der CT-L Proteasomaktivität in 
HCMV-infizierten HELF wurde eine Kinetik über den Verlauf des viralen 
Replikationszyklus erstellt. Dazu wurden HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen 
(Zellzahl: 1x106/Flasche) mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI von 
0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 oder 2 infiziert. Nichtinfizierte HELF dienten als 
Kontrolle. Die Zellen wurden direkt nach der Adsorption (Zeitpunkt 0 h p.i.) 
bzw. 6, 24, 48, 72 und 96 h p.i. zur Bestimmung der CT-L Proteasomaktivität 
geerntet (siehe Abschnitt 2.2.2.7). Die Messung der CT-L Aktivität erfolgte mit 
Hilfe eines Fluorometers unter Verwendung der KC4 Software (BioTek 
Instruments). 
Aus Abbildung 12 wird ersichtlich, dass die CT-L Proteasomaktivität im 
Verlauf des Replikationszyklus anstieg. Im Einklang mit den unter 3.1.1 
erhaltenen Ergebnissen hing das Ausmaß der Induktion von der eingesetzten 
MOI ab. Im Gegensatz dazu stellte sich der zeitliche Verlauf der Induktion 
MOI-unabhängig dar. Die CT-L Proteasomaktivität war bei allen untersuchten 
MOIs ab 24 h p.i. im Vergleich zur nichtinfizierten Kontrolle erhöht und stieg 
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bis 72 h p.i. weiter an. Danach sank die Proteasomaktivität bei allen 
untersuchten MOIs um durchschnittlich 18% im Vergleich zum Maximalwert 
(Zeitpunkt 72 h p.i.). 
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Abb. 12: Kinetik der CT-L Proteasomaktivität im Verlauf des viralen Replikationszyklus. 
Nichtinfizierte oder mit HCMV AD169 infizierte HELF (MOI 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1 oder 2) 
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 6, 24, 48, 72 und 96 h p.i.) zur Bestimmung der 
CT-L Proteasomaktivität in Zellextrakten geerntet. Die Darstellung zeigt die Mittelwerte 
(± Standardabweichung) bezogen auf die nichtinfizierte Kontrolle des jeweiligen Zeitpunkts 
aus mindestens drei unabhängigen Experimenten. 
 
Diese Versuche deuteten darauf hin, dass die HCMV-vermittelte Erhöhung 
der CT-L Proteasomaktivität bereits in der sehr frühen oder frühen Phase des 
Replikationszyklus induziert wird. Die Kinetik der Proteasomaktivität allein gibt 
jedoch keinen Aufschluss darüber, welche virale Proteinklasse (IE, E oder L) 
maßgeblich an der Induktion beteiligt ist. 
 
3.1.5 Zeitliche Abhängigkeit der Induktion der CT-L 
Proteasomaktivität 
Um einen ersten Hinweis auf die Frage zu erhalten, welche virale 
Proteinklasse für die Induktion der CT-L Proteasomaktivität verantwortlich ist, 
sollte die Expression der sehr frühen, frühen bzw. späten Proteine selektiv 
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inhibiert werden. Da HCMV sich der zellulären Proteinbiosynthese-
Maschinerie zur Expression der viralen Proteine bedient, sollte diese durch 
die zeitlich versetzte Zugabe des Translationsinhibitors Cycloheximid 
kontrolliert gehemmt werden („time of addition“-Analyse). 
Für den Versuch wurden nichtinfizierte (mock) oder mit dem Laborstamm 
AD169 mit einer MOI von 1 infizierte HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen 
(Zellzahl: 1x106/Flasche) eingesetzt. Die Zugabe von 25 µg/ml Cycloheximid 
erfolgte 0, 3, 6, 12, 24, 36 oder 48 h p.i.. Als Kontrolle dienten nichtinfizierte 
HELF, die mit dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels inkubiert 
wurden. Die Zellen wurden 72 h p.i. zur Bestimmung der CT-L Proteasom-
aktivität geerntet (siehe Abschnitt 2.2.2.7). Die Messung der CT-L Aktivität 
erfolgte mit Hilfe eines Fluorometers unter Verwendung der KC4 Software 
(BioTek Instruments). 
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Abb. 13: Abhängigkeit des Effekts von Cycloheximid vom Zeitpunkt der Zugabe. HELF 
wurden nicht infiziert (mock) oder mit HCMV AD169 (MOI 1) infiziert. Die Zugabe von 
25 µg/ml Cycloheximid erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 3, 6, 12, 24, 36 oder 48 h) 
nach Infektion. Als Kontrolle dienten nichtinfizierte HELF, die mit dem entsprechenden 
Volumen des Lösungsmittels behandelt wurden. Die CT-L Proteasomaktivität wurde 72 h p.i. 
in Zellextrakten gemessen. Die Darstellung zeigt die Mittelwerte (± Standardabweichung) 
bezogen auf die nichtinfizierte, Lösungsmittel-behandelte Kontrolle des jeweiligen Zeitpunkts 
aus drei unabhängigen Experimenten. 
 
Erfolgte die Zugabe von 25 µg/ml Cycloheximid in der sehr frühen Phase des 
Replikationszyklus (0 h bzw. 3 h p.i.), so wurde dadurch die Virus-vermittelte 
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Induktion der CT-L Aktivität fast vollständig aufgehoben (siehe Abb. 13). In 
HCMV-infizierten HELF, welche ab 6 h oder 12 h p.i. mit Cycloheximid 
behandelt wurden, lag die CT-L Proteasomaktivität bereits um durchschnittlich 
78% bzw. 116% über dem Niveau der nichtinfizierten, behandelten Zellen. 
Wurde Cycloheximid 24, 36 oder 48 h p.i. zugegeben, so konnte eine 
deutliche Induktion der CT-L Proteasomaktivität in infizierten HELF 
beobachtet werden, die umso stärker ausgeprägt war, je später die Zugabe 
der Substanz erfolgte. Die Behandlung von nichtinfizierten Zellen mit 
Cycloheximid bewirkte unabhängig vom Zeitpunkt der Zugabe keine 
Veränderung der CT-L Proteasomaktivität. 
Um sicherzustellen, dass die Expression der entsprechenden viralen 
Proteinklassen (IE, E bzw. L) in Anwesenheit von Cycloheximid inhibiert war, 
wurden Deckglaskulturen von HELF in 24 Well Zellkulturplatten (Zellzahl: 
1x105/Well) mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI von 1 infiziert und 
ebenfalls ab 0, 3, 6, 12, 24, 36 oder 48 h p.i. mit 25 µg/ml Cycloheximid 
inkubiert. Als Kontrolle dienten nichtinfizierte (mock) und HCMV-infizierte 
HELF, die mit dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels behandelt 
wurden (Zugabe 0 h p.i.). Die Zellen wurden 72 h p.i. für eine indirekte 
Immunfluoreszenzfärbung gegen das sehr frühe Protein IE1, die frühen 
Proteine pUL112/113 oder das späte major capsid protein (MCP) fixiert 
(vergleiche Abschnitt 2.2.2.4). Als Sekundärantikörper dienten anti-Maus Cy3-
konjugierte F(ab`)2 Fragmente. Die Immunfluoreszenzfärbung wurde unter 
Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops und einer Digitalkamera in 
Verbindung mit der Cell D Software (Olympus) dokumentiert. 
Auch wenn Cycloheximid unmittelbar nach Adsorption der Viruspartikel (0 h 
p.i.) zugegeben wurde, konnten vereinzelt IE1- oder pUL112/113-positive 
Zellen detektiert werden (siehe Abb. 14). Wurden die Zellen ab 3 h p.i. oder 
zu späteren Zeitpunkten mit Cycloheximid inkubiert, so hatte dies keinen 
weiteren Einfluss auf die Expression von IE1. Die Expression von 
pUL112/113 war bis ca. 12 h p.i. sensitiv für die Behandlung mit 
Cycloheximid. Das späte Protein MCP konnte nur detektiert werden, wenn die 
Zugabe von Cycloheximid 36 h p.i. oder später erfolgte. 
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Abb. 14: Hemmung der HCMV-Proteinexpression durch Cycloheximid in Abhängigkeit 
vom Zeitpunkt der Zugabe. HELF wurden mit HCMV AD169 mit einer MOI von 1 infiziert. 
Die Zugabe von 25 µg/ml Cycloheximid erfolgte 0, 3, 6, 12, 24, 36 oder 48 h p.i.. Als Kontrolle 
dienten nichtinfizierte (mock) und HCMV-infizierte HELF (w/o), die mit dem entsprechenden 
Volumen des Lösungsmittels behandelt wurden. 72 h p.i. wurden die Zellen fixiert und eine 
indirekte Immunfluoreszenzfärbung gegen die viralen Proteine IE1, pUL112/113 oder MCP 
durchgeführt. Die Zellkerne wurden mittels DAPI angefärbt. Die Darstellung zeigt einen 
repräsentativen von drei unabhängigen Versuchen. 
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Zusammenfassend ergaben diese Analysen, dass die Induktion der CT-L 
Proteasomaktivität in HCMV-infizierten HELF am stärksten gehemmt werden 
kann, wenn die virale Proteinexpression bereits in der sehr frühen Phase 
blockiert wird. Daneben bewirkte jedoch auch die Hemmung der 
Proteinexpression in der frühen Phase eine deutliche Abschwächung der 
Induktion der CT-L Proteasomaktivität. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, 
dass HCMV IE- und/oder E-Proteine an der Induktion der CT-L Proteasom-
aktivität beteiligt sind, während die späten Strukturproteine bei diesem 
Prozess nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheinen. 
 
3.2 Charakterisierung des anti-HCMV-Effekts von 
Proteasominhibitoren (PI) 
3.2.1 Einfluss von PI auf die HCMV-Replikation 
In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die 
HCMV-Infektion einen deutlichen Anstieg der CT-L Proteasomaktivität in 
HELF verursacht (siehe Abschnitt 3.1.1 und 3.1.4). Dies könnte ein Hinweis 
darauf sein, dass sich eine erhöhte Proteasomaktivität günstig auf die 
Virusreplikation auswirkt. Um zu testen, welchen Effekt die Hemmung des 
Proteasoms auf die Virusreplikation hat, wurden Plaquereduktionsassays mit 
verschiedenen PI durchgeführt. 
Dazu wurden HELF in 12 Well Zellkulturplatten (Zellzahl: 5x105/Well) mit dem 
Laborstamm AD169 mit einer MOI von 0.001 infiziert und mit steigenden 
Konzentrationen von PI (MG132, MG262, BSc2118 oder Lactacystin) bzw. mit 
dem entsprechenden Volumen des jeweiligen Lösungsmittels (Kontrolle) 
inkubiert. Die reversiblen Inhibitoren BSc2118, MG132 und MG262 wurden 
täglich (BSc2118) bzw. an den Tagen 3 und 5 p.i. (MG132, MG262) erneut 
zugegeben. Die Zellen wurden am Tag 7 p.i. für eine immunzytochemische 
Färbung gegen das virale Protein IE1 fixiert (siehe Abschnitt 2.2.1.6). Als 
Sekundärantikörper diente ein anti-Maus IgG HRP-Konjugat. Die Auszählung 
der Plaques erfolgte mit Hilfe eines Lichtmikroskops. Die Plaquezahl pro Well 
der jeweiligen Lösungsmittel-behandelten Kontrolle wurde 100% gesetzt. 
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Abb. 15: Einfluss von PI auf die HCMV-Replikation. HELF wurden mit HCMV AD169 
infiziert (MOI 0.001) und mit steigenden Konzentrationen von PI (MG132, MG262, BSc2118 
oder Lactacystin) für sieben Tage inkubiert. Anschließend wurden die Zellen fixiert und die 
Plaques mittels immunzytochemischer Färbung gegen HCMV IE1 (mAb p63-27) 
nachgewiesen. Die gestrichelte Linie kennzeichnet 50% der Plaquezahl bezogen auf die 
Lösungsmittel-behandelte Kontrolle und dient zur Abschätzung der IC50. Die Darstellung zeigt 
die Mittelwerte (± Standardabweichung) bezogen auf die jeweilige Lösungsmittel-behandelte 
Kontrolle aus drei unabhängigen Experimenten mit jeweils zwei Parallelansätzen. 
 
Abbildung 15 zeigt, dass die HCMV-Replikation durch alle untersuchten PI 
gehemmt wurde. Anhand des Kurvenverlaufs kann die mittlere inhibitorische 
Konzentration (IC50) der einzelnen PI graphisch bestimmt werden (Überblick 
siehe Tab. 2). Die IC50 gibt die Konzentration des Inhibitors an, bei welcher 
die Virusreplikation um 50% gegenüber der Kontrolle (100%) reduziert ist. 
Wie aus Abbildung 15 bzw. Tabelle 2 zu entnehmen ist, waren bei den 
einzelnen PI jeweils unterschiedliche Dosen erforderlich, um eine 50%ige 
Hemmung der Virusreplikation zu erreichen. Während MG262, BSc2118 und 
MG132 die HCMV-Replikation schon in sehr geringer Konzentration effizient 
unterdrückten, wurden deutlich höhere Konzentrationen von Lactacystin 
benötigt, um den gleichen Effekt zu erzielen. 
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Hemmung des Proteasoms in 
proliferierenden Zellen zur Induktion von Apoptose führen kann [Drexler, 
1997; Drexler, 2000; Fribley, 2006]. Für die hier beschriebenen Versuche 
 
Ergebnisse   ________________________   _______________________ 53
wurden zwar konfluente und damit proliferationsinaktive Zellen eingesetzt. Um 
dennoch ausschließen zu können, dass die Virusreplikation aufgrund der 
Schädigung der Wirtszelle gehemmt war, wurde die halbmaximale 
zytotoxische Konzentration (CC50) für alle verwendeten PI mittels XTT Assay 
bestimmt (siehe Abschnitt 2.2.1.8). Tabelle 2 zeigt, dass die CC50 für alle 
untersuchten Inhibitoren 4-55fach über dem Wert für die IC50 liegt. Die 
Hemmung der Virusreplikation kann somit nicht auf zytotoxische 
Nebeneffekte der PI zurückgeführt werden. 
Tab. 2: Übersicht über IC50 und CC50 der verwendeten PI. Die IC50 wurde mittels 
Plaquereduktionsassay ermittelt. Die Bestimmung der CC50 erfolgte mittels XTT Assay. Die 
Tabelle zeigt die Mittelwerte (± Standardabweichung) aus drei unabhängigen Experimenten. 
 
Proteasominhibitor IC50 CC50
MG132 0.110 ± 0.014 µM 1.05 ± 0.11 µM 
BSc2118 0.020 ± 0.001 µM 1.10 ± 0.14 µM 
MG262 0.0030 ± 0.0012 µM 0.012 ± 0.002 µM 
Lactacystin 13.53 ± 3.73 µM 60.08 ± 9.99 µM 
Für weiterführende Experimente wurden die Inhibitoren MG132 und 
Lactacystin ausgewählt. MG132 ist ein sehr gebräuchlicher Proteasom-
inhibitor, wodurch eine gute Vergleichbarkeit der Daten mit anderen Studien 
ermöglicht wird. Lactacystin wurde ausgewählt, da sich dieser Inhibitor durch 
eine hohe Spezifität auszeichnet [Mellgren, 1997]. Auf der Grundlage der 
IC50- und CC50-Werte wurden 0.5 µM für MG132 bzw. 20 µM für Lactacystin 
als Arbeitskonzentration festgelegt. Um Informationen darüber zu erhalten, 
wie stark die CT-L Proteasomaktivität bei der jeweiligen Arbeitskonzentration 
reduziert ist, wurden HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 
1x106/Flasche) für 24 h mit 0.5 µM MG132 bzw. 20 µM Lactacystin inkubiert. 
Als Kontrolle dienten HELF, die mit dem entsprechenden Volumen des 
jeweiligen Lösungsmittels inkubiert wurden. Die Messung der CT-L 
Proteasomaktivität erfolgte in Zellextrakten (siehe Abschnitt 2.2.2.7) unter 
Verwendung eines Fluorometers sowie der KC4 Software (BioTek 
Instruments). 
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Abb. 16: Hemmung der CT-L Proteasomaktivität durch PI. HELF wurden mit 0.5 µM 
MG132 oder 20 µM Lactacystin bzw. der jeweiligen Lösungsmittelkontrolle (w/o) inkubiert. Die 
CT-L Proteasomaktivität wurde nach 24 h in Zellextrakten gemessen. Die Darstellung zeigt 
die Mittelwerte (± Standardabweichung) bezogen auf die jeweilige Lösungsmittel-behandelte 
Kontrolle aus drei unabhängigen Experimenten. 
 
Die CT-L Proteasomaktivität war bei den untersuchten Konzentrationen um 
durchschnittlich 70% (MG132) bzw. 90% (Lactacystin) gegenüber der 
Lösungsmittel-behandelten Kontrolle reduziert (siehe Abb. 16). 
 
3.2.2 Einfluss von MG132 auf die VZV-Replikation 
Für das α-Herpesvirus HSV-1 ist bereits bekannt, dass die Virusreplikation 
sensitiv gegenüber PI ist [La Frazia, 2006]. Um zu untersuchen, ob das 
Proteasom neben HSV-1 und HCMV essentiell für die Replikation weiterer 
Herpesviren ist, sollte der Einfluss von MG132 auf die Replikation von VZV 
bestimmt werden. 
Dazu wurden HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) mit 
dem VZV Impfstamm Oka oder dem VZV Wildtypisolat JoSt mit einer MOI von 
0.05 infiziert (siehe Abschnitt 2.2.1.3) und mit 0.5 µM MG132 oder als 
Kontrolle mit dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels behandelt. 
Die Zellen wurden 72 h p.i. zur Bestimmung des Titers (siehe Abschnitt 
2.2.1.5) geerntet. 
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Abb. 17: Einfluss von MG132 auf die VZV-Replikation. HELF wurden mit VZV Oka oder 
VZV JoSt infiziert (MOI 0.05) und mit 0.5 µM MG132 oder dem entsprechenden Volumen des 
Lösungsmittels (w/o) inkubiert. Die Bestimmung des Virustiters erfolgte 72 h p.i.. Die 
Darstellung zeigt die Mittelwerte (± Standardabweichung) aus drei unabhängigen Versuchen. 
 
Im Gegensatz zu HSV-1 und HCMV wurde die VZV-Replikation nicht durch 
MG132 inhibiert (siehe Abb. 17). Sowohl der attenuierte Impfstamm Oka als 
auch das Wildtypisolat JoSt replizierten zu vergleichbaren Virustitern in 
MG132-behandelten HELF und Lösungsmittel-behandelten Kontrollzellen. 
 
3.2.3 Einfluss von Calpaininhibitoren auf die HCMV-
Replikation 
Für die meisten PI aus der Klasse der Peptidaldehyde (z.B. MG132) ist neben 
der Hemmung des Proteasoms auch eine unspezifische Wirkung auf nicht-
proteasomale zelluläre Proteasen wie beispielsweise Calpaine und 
Cathepsine beschrieben [Mellgren, 1997; Tsubuki, 1996]. Um 
auszuschließen, dass der beobachtete anti-HCMV-Effekt von PI auf der 
Hemmung nicht-proteasomaler zellulärer Proteasen beruht, wurden 
Plaquereduktionsassays mit den Calpaininhibitoren I und II durchgeführt, 
welche die Aktivität von Calpain I und II sowie Cathepsin B und L hemmen. 
Beide Calpaininhibitoren gehören darüber hinaus ebenfalls zur Klasse der 
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Peptidaldehyde und weisen eine strukturelle Ähnlichkeit zu MG132 auf (siehe 
Abschnitt 2.1.9.2). 
Für den Versuch wurden HELF in 12 Well Zellkulturplatten (Zellzahl: 
5x105/Well) mit dem Laborstamm AD169 infiziert (MOI 0.001) und mit 
steigenden Konzentrationen der Calpaininhibitoren bzw. als Kontrolle mit dem 
entsprechenden Volumen des Lösungsmittels (DMSO) inkubiert. Nach 
Fixierung der Zellen am Tag 7 p.i. wurde die Bildung von Plaques mittels 
immunzytochemischer Färbung gegen das virale Protein IE1 analysiert (siehe 
Abschnitt 2.2.1.6). Als Sekundärantikörper diente ein anti-Maus IgG HRP-
Konjugat. Die Quantifizierung der Plaques erfolgte am Lichtmikroskop. Die 
Plaquezahl pro Well der DMSO-behandelten Kontrolle wurde 100% gesetzt. 
 
 
Abb. 18: Einfluss von Calpaininhibitoren auf die HCMV-Replikation. HELF wurden mit 
HCMV AD169 infiziert (MOI 0.001) und mit steigenden Konzentrationen von Calpaininhibitor I 
oder Calpaininhibitor II bzw. dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels für sieben 
Tage inkubiert. Anschließend wurden die Zellen fixiert und die Plaques mittels 
immunzytochemischer Färbung gegen IE1 (mAb p63-27) nachgewiesen. Die Darstellung 
zeigt die Mittelwerte (± Standardabweichung) bezogen auf die Lösungsmittel-behandelte 
Kontrolle aus vier unabhängigen Experimenten mit jeweils zwei Parallelansätzen. 
 
Die Aktivität von aufgereinigtem Calpain ist bei einer Konzentration von 1 µM 
Calpaininhibitor I bzw. II um 90% reduziert [Figueiredo-Pereira, 1994]. Aus 
den hier durchgeführten Plaquereduktionsassays wurde ersichtlich, dass die 
Calpaininhibitoren I und II auch bei einer Konzentration von 5 µM keinen 
hemmenden Effekt auf die HCMV-Replikation ausüben (siehe Abb. 18). 
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Laut einer Studie von Figueiredo-Pereira et al. zur Selektivität von 
Calpaininhibitoren ist die CT-L Aktivität aufgereinigter Proteasomen aus der 
Rinderhypophyse in Anwesenheit von 10 µM Calpaininhibitor I bzw. 25 µM 
Calpaininhibitor II um 50% reduziert [Figueiredo-Pereira, 1994]. Obwohl 
Calpaininhibitoren in dem hier durchgeführten Experiment nur in 
Konzentrationen von 0.5-5 µM eingesetzt wurden, sollte im Hinblick auf das 
Ergebnis der Plaquereduktionsassays (siehe Abb. 18) ausgeschlossen 
werden, dass die CT-L Proteasomaktivität bei diesen Konzentrationen 
reduziert war. 
Dazu wurden HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) für 
72 h mit steigenden Konzentrationen der Calpaininhibitoren I und II inkubiert. 
Als Kontrolle dienten HELF, die mit dem entsprechenden Volumen des 
Lösungsmittels (DMSO) inkubiert wurden. Die Messung der CT-L 
Proteasomaktivität erfolgte in Zellextrakten (siehe Abschnitt 2.2.2.7) unter 
Verwendung eines Fluorometers sowie der KC4 Software (BioTek 
Instruments). 
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Abb. 19: Einfluss von Calpaininhibitoren auf die CT-L Proteasomaktivität. HELF wurden 
mit steigenden Konzentrationen von Calpaininhibitor I oder Calpaininhibitor II bzw. mit dem 
entsprechenden Volumen des Lösungsmittels (w/o) inkubiert. Die CT-L Proteasomaktivität 
wurde nach 72 h in Zellextrakten gemessen. Die Darstellung zeigt die Mittelwerte 
(± Standardabweichung) bezogen auf die Lösungsmittel-behandelte Kontrolle aus vier 
unabhängigen Experimenten. 
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Entgegen den Beobachtungen von Figueiredo-Pereira et al. war die CT-L 
Proteasomaktivität in HELF in Anwesenheit von 0.1-5 µM Calpaininhibitor I 
bzw. Calpaininhibitor II im Vergleich zur Kontrolle nicht reduziert (siehe 
Abb. 19). Bei einer Konzentration von 5 µM Calpaininhibitor I bzw. 
Calpaininhibitor II war die CT-L Aktivität sogar um ca. 170% im Vergleich zur 
DMSO-behandelten Kontrolle erhöht. Eine mögliche Erklärung für dieses 
Ergebnis könnte darin bestehen, dass in der Zelle Kontrollmechanismen 
existieren, durch die eine Steigerung der Proteasomaktivität induziert wird, um 
den gehemmten nicht-proteasomalen Degradationsweg zu kompensieren. 
Zusammenfassend kann aufgrund dieser Ergebnisse geschlussfolgert 
werden, dass der anti-HCMV-Effekt von PI unabhängig von der 
unspezifischen Hemmung nicht-proteasomaler zellulärer Proteasen ist. 
 
3.2.4 Effekt von PI auf die Bildung infektiöser HCMV-Partikel 
Die Ergebnisse aus den Plaquereduktionsassays zeigten, dass die 
Virusreplikation effektiv durch PI unterdrückt wird (vergleiche Abschnitt 3.2.1). 
Um der Frage nachzugehen, ob unter dem Einfluss von PI überhaupt virale 
Kapside oder infektiöse Viruspartikel gebildet werden, wurden behandelte und 
unbehandelte Zellen elektronenmikroskopisch analysiert. 
Für den Versuch wurden HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 
1x106/Flasche) mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI von 1 infiziert und 
mit 0.5 µM MG132 bzw. 20 µM Lactacystin oder als Kontrolle mit dem 
entsprechenden Volumen des jeweiligen Lösungsmittels behandelt. Die 
Zellen wurden 72 h p.i. geerntet und mit 2.5% (v/v) Glutaraldehyd fixiert. Nach 
Kontrastierung mit 0.1% (w/v) Tannin und Färbung mit 0.2% (w/v) 
Uranylacetat wurden die Zellen schließlich in Epon eingebettet (siehe 
Abschnitt 2.2.2.6). Ultradünnschnitte der Proben wurden auf Kupfernetze 
übertragen und mit Hilfe eines TecnaiTM G2 (FEI Company) Elektronen-
mikroskops bei einer konstanten Spannung von 120 kV analysiert. Die 
Dokumentation erfolgte mit Hilfe einer 2K MegaView2-Digitalkamera bei 
kalibrierten Vergrößerungen. 
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Abb. 20: Elektronenmikroskopische Analyse von Ultradünnschnitten HCMV-infizierter 
HELF. HELF wurden mit HCMV AD169 infiziert (MOI 1) und mit 0.5 µM MG132 (B, D), 20 µM 
Lactacystin (F, H) oder dem entsprechenden Volumen des jeweiligen Lösungsmittels (A, C, 
E, G) inkubiert. Die Zellen wurden 72 h p.i. mit 2.5% (v/v) Glutaraldehyd fixiert und 
eingebettet. A, B, E und F zeigen Ausschnitte aus dem Zellkern (Nuc); C, D, G und H zeigen 
Ausschnitte aus dem Zytoplasma (Cyt). A-Kapside sind durch breite schwarze Pfeile, B-
Kapside durch weiße Pfeile und C-Kapside durch schmale schwarze Pfeile gekennzeichnet 
(siehe Legende). Virionen sind durch breite graue Pfeile dargestellt. Db bezeichnet dense 
bodies. Das Größenmaß entspricht 500 nm. Die Darstellung zeigt ein repräsentatives von 
jeweils drei unabhängigen Experimenten. 
 
Während in den Kontrollzellen eine große Anzahl von A-, B- und C-Kapsiden 
(siehe Abschnitt 1.4.3) im Zellkern sowie Virionen im Zytoplasma zu finden 
war, konnten in den MG132- bzw. Lactacystin-behandelten Zellen weder 
Kapside noch Virionen oder nicht-infektiöse umhüllte Partikel (NIEPs) 
detektiert werden (siehe Abb. 20). Das Zytoplasma der Kontrollzellen enthielt 
zudem zahlreiche so genannte dense bodies. Als dense bodies werden 
umhüllte, sphärische Strukturen bezeichnet, die weder ein Kapsid noch virale 
DNA enthalten [Irmiere, 1983; Sarov, 1975]. Sie bestehen überwiegend aus 
viralen Tegumentproteinen wie beispielsweise pp65 und sind von einer 
Lipidmembran umgeben, in die virale Glykoproteine eingelagert sind [Fiala, 
1976]. Im Zytoplasma der MG132-behandelten Zellen wurden keine dense 
bodies detektiert. Im Gegensatz dazu konnten dense bodies im Zytoplasma 
der Lactacystin-behandelten Zellen beobachtet werden. 
Die völlige Abwesenheit von Viruspartikeln in den PI-behandelten Zellen 
deutet darauf hin, dass die Inhibitoren bereits frühere Prozesse im viralen 
Replikationszyklus blockieren, so dass die Assemblierung von Kapsiden und 
die Virusreifung nicht mehr stattfinden können. 
 
3.2.5 Effekt von MG132 auf den Viruseintritt in die Wirtszelle 
Da PI entsprechend einer Studie von Khor et al. mit dem Eintritt von Influenza 
in die Wirtszelle interferieren [Khor, 2003], sollte für HCMV zunächst die 
Abhängigkeit dieses Schritts des viralen Replikationszyklus vom Ubiquitin-
Proteasom-System näher untersucht werden. 
Für den Versuch wurden Deckglaskulturen von HELF in 24 Well Zellkultur-
platten (Zellzahl: 1x105/Well) für 30 min bei 37°C mit 1 mg/ml Heparin, 0.5 µM 
MG132 oder dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels vorinkubiert. 
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Heparin verhindert die Adsorption des Virus, indem es sich an das virale 
Glykoprotein gB und/oder Komponenten des Glykoproteinkomplexes gCII 
anlagert und diese blockiert, wodurch das Virus nicht mehr an 
Heparansulfatproteoglykane auf der Zelloberfläche binden kann [Compton, 
1993; Kari, 1992; Kari, 1993]. Anschließend wurden die Zellen mit dem HCMV 
BAC HB5-GFP mit einer MOI von 1 infiziert. Als Kontrolle dienten nicht-
infizierte HELF. Die Zellen wurden 24 h p.i. für eine Kernfärbung mit DAPI 
fixiert (siehe Abschnitt 2.2.2.4). Die Analyse der Zellen erfolgte bei 400facher 
Vergrößerung unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops in Verbindung 
mit der Cell D Software (Olympus). Zur Quantifizierung der HCMV-positiven 
Zellen wurden pro Ansatz insgesamt fünf Gesichtsfelder ausgezählt. 
 
 
Abb. 21: Einfluss von MG132 auf den Eintritt von HCMV in die Wirtszelle. HELF wurden 
bei 37°C für 30 min mit 1 mg/ml Heparin, 0.5 µM MG132 oder dem entsprechenden Volumen 
des Lösungsmittels (w/o) vorinkubiert und im Anschluss mit dem HCMV BAC HB5-GFP 
infiziert (MOI 1). Als Kontrolle dienten nichtinfizierte HELF (mock). Die Zellen wurden 24 h p.i. 
fixiert. Die Färbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI. (A) Die Immunfluoreszenzaufnahmen 
zeigen einen repräsentativen von drei unabhängigen Versuchen. (B) Zur Quantifizierung der 
HCMV-positiven Zellen wurden bei 400facher Vergrößerung fünf Gesichtsfelder ausgezählt. 
Die Darstellung zeigt die Mittelwerte (± Standardabweichung) bezogen auf die 
Gesamtzellzahl. 
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In Übereinstimmung mit den Studien von Kari & Gehrz verhinderte die 
Vorinkubation der Zellen mit Heparin den Eintritt des Virus in die Wirtszelle 
(siehe Abb. 21). Wie zudem aus Abbildung 21 B hervorgeht, wurde bei den 
MG132-behandelten Proben die gleiche Anzahl HCMV-positiver Zellen wie 
bei den Kontrollproben detektiert (78% versus 80%). Somit scheint die 
Hemmung des Proteasoms durch MG132 keinen Einfluss auf den Eintritt von 
HCMV in die Wirtszelle zu haben. 
Um sicherzustellen, dass die CT-L Proteasomaktivität bereits nach 30 min 
Inkubationszeit signifikant reduziert ist, wurden HELF in 25 cm2 Zellkultur-
flaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) mit 0.5 µM MG132 inkubiert und nach 0, 
15, 30, 45 oder 60 min zur Bestimmung der CT-L Aktivität geerntet (siehe 
Abschnitt 2.2.2.7). Als Kontrolle dienten Zellen, die mit dem entsprechenden 
Volumen des Lösungsmittels behandelt wurden. Die CT-L Proteasomaktivität 
wurde mit Hilfe eines Fluorometers und der KC4 Software (BioTek 
Instruments) gemessen. 
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Abb. 22: Kinetik der Hemmung der CT-L Proteasomaktivität durch MG132. HELF wurden 
mit 0.5 µM MG132 behandelt und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe des Inhibitors 
(0-60 min) zur Messung der CT-L Proteasomaktivität geerntet. Als Kontrolle dienten Zellen, 
die mit dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels behandelt wurden. Die Darstellung 
zeigt die Mittelwerte (± Standardabweichung) bezogen auf die Lösungsmittel-behandelte 
Kontrolle aus drei unabhängigen Experimenten. 
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Die Zugabe von MG132 hatte eine sehr rasche Auswirkung auf die CT-L 
Proteasomaktivität. Bereits 15 min nach Zugabe des Inhibitors war die CT-L 
Aktivität um 65% reduziert und blieb dann bis 60 min nach Zugabe des 
Inhibitors unverändert (siehe Abb. 22). Die 30minütige Vorinkubation der 
Zellen mit MG132 ist somit hinreichend, um eine signifikante Hemmung des 
Proteasoms zu erzielen. 
Zusammenfassend wurde deutlich, dass der Eintritt von HCMV in die 
Wirtszelle unabhängig vom Ubiquitin-Proteasom-System abläuft. 
 
3.2.6 Zeitliche Abhängigkeit des anti-HCMV-Effekts von 
MG132 
Die vorliegenden Ergebnisse aus den Plaquereduktionsassays und den 
elektronenmikroskopischen Analysen (siehe Abschnitt 3.2.1 und 3.2.4) haben 
gezeigt, dass PI die virale Replikation komplett unterdrücken. Um heraus-
zufinden, in welcher Phase der virale Replikationszyklus am sensitivsten für 
die Hemmung des Proteasoms ist, sollte die Abhängigkeit des inhibitorischen 
Effekts von MG132 vom Zeitpunkt der Zugabe nach Infektion mittels Plaque-
reduktionsassay untersucht werden („time of addition“-Analyse). 
Dazu wurden HELF in 12 Well Zellkulturplatten (Zellzahl: 5x105/Well) mit dem 
Laborstamm AD169 mit einer MOI von 0.001 infiziert. Die Zugabe von 0.5 µM 
MG132 erfolgte unmittelbar nach der Adsorption der Viruspartikel (Zeitpunkt 
0 h p.i.) oder 24, 48, 72 bzw. 96 h p.i.. Da es sich bei MG132 um einen 
reversiblen Inhibitor handelt, wurden die Zellen jeweils alle drei Tage nach der 
ersten Zugabe erneut mit 0.5 µM MG132 behandelt. Als Kontrolle dienten 
HCMV-infizierte HELF, die mit dem entsprechenden Volumen des 
Lösungsmittels inkubiert wurden. Am Tag 7 p.i wurden die Zellen fixiert. 
Anschließend erfolgte die immunzytochemische Färbung gegen die viralen 
Proteine IE1/2 (siehe Abschnitt 2.2.1.6). Als Sekundärantikörper diente ein 
anti-Maus IgG HRP-Konjugat. Die Anzahl der Plaques pro Well wurde unter 
Verwendung eines Lichtmikroskops ermittelt. Die Plaquezahl pro Well der 
Lösungsmittel-behandelten Kontrolle wurde 100% gesetzt. 
 
 
Ergebnisse   ________________________   _______________________ 64
0
20
40
60
80
100
120
0 24 48 72 9
Zugabe MG132 [h p.i.]
Pl
aq
ue
s 
[%
 d
er
 K
on
tr
ol
le
]
6
 
Abb. 23: Abhängigkeit des Effekts von MG132 vom Zeitpunkt der Zugabe. HELF wurden 
mit HCMV AD169 infiziert (MOI 0.001). Die Zugabe von 0.5 µM MG132 erfolgte zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion (0, 24, 48, 72 oder 96 h p.i.). Als Kontrolle 
dienten HCMV-infizierte HELF, die mit dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels 
behandelt wurden. Am Tag 7 p.i. wurden die Zellen fixiert und die Plaques mittels 
immunzytochemischer Färbung gegen IE1/2 (mAb E13) nachgewiesen. Die Darstellung zeigt 
die Mittelwerte (± Standardabweichung) bezogen auf die Lösungsmittel-behandelte Kontrolle 
aus drei unabhängigen Experimenten mit jeweils zwei Parallelansätzen. 
 
Aus Abbildung 23 wird ersichtlich, dass die Virusreplikation in Abhängigkeit 
vom Zeitpunkt der Zugabe unterschiedlich stark durch MG132 gehemmt 
wurde. Erfolgte die Zugabe von MG132 direkt nach der Adsorption, so wurde 
die Replikation von HCMV im Mittel um 95% unterdrückt. Bei Zugabe des 
Inhibitors 24 h p.i. konnte eine durchschnittlich 80%ige Hemmung der 
Virusreplikation beobachtet werden. Wurde MG132 48 h p.i. zugegeben, so 
resultierte daraus eine Hemmung der Virusreplikation um durchschnittlich 
91%. Selbst bei Zugabe nach 72 h, wenn ein Replikationszyklus bereits 
vollständig abgelaufen ist, konnte die HCMV-Replikation noch um 
durchschnittlich 54% gehemmt werden. Wurde MG132 erstmalig nach mehr 
als 72 h zugegeben, so hatte der Inhibitor keinen hemmenden Einfluss auf die 
Virusreplikation. 
Zusammenfassend konnte in diesen Experimenten der inhibitorische Effekt 
von MG132 auf die HCMV-Replikation bestätigt werden. Das Ausmaß der 
Hemmung war stark vom Zeitpunkt der Zugabe des Inhibitors abhängig, 
wobei sich eine besonders ausgeprägte Sensitivität in der sehr frühen und der 
frühen Phase des viralen Replikationszyklus zeigte. 
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3.2.7 Einfluss von PI auf die virale Proteinexpression 
Aus den Arbeiten von Prösch et al. war bereits bekannt, dass die Expression 
von IE1 und IE2 in Anwesenheit von MG132 verringert und zeitlich verzögert 
ist [Prösch, 2003]. Dabei war die Expression von IE2 stark inhibiert, während 
die Expression von IE1 nur leicht reduziert erschien. Darüber hinaus konnte 
gezeigt werden, dass die Expression des frühen Proteins pUL44 und des 
early late-Proteins pp65 in MG132-behandelten HELF ebenfalls deutlich 
reduziert ist [Prösch, 2003]. 
Um den Einfluss von PI auf die virale Proteinsynthese näher zu 
charakterisieren, sollte im Folgenden die Expression von weiteren viralen 
Proteinen untersucht werden. 
 
3.2.7.1 Analyse der HCMV-Proteinexpression mittels Immun-
fluoreszenzfärbung 
Deckglaskulturen nichtinfizierter (mock) oder mit dem Laborstamm AD169 mit 
einer MOI von 0.1 bzw. 1 infizierter HELF in 24 Well Zellkulturplatten 
(Zellzahl: 1x105/Well) wurden mit 0.5 µM MG132, 20 µM Lactacystin oder als 
Kontrolle mit dem entsprechenden Volumen des jeweiligen Lösungsmittels 
inkubiert. Die Zellen wurden 72 h p.i. fixiert und mit Primärantikörpern gegen 
die viralen Proteine IE1, IE2, pUL112/113, pUL44, pUL56, pUL89, pp65, gB, 
MCP oder pp28 inkubiert (siehe Abschnitt 2.2.2.4). Nach Inkubation mit anti-
Maus (IE1, IE2, pUL112/113, pUL44, pp65, gB, MCP, pp28) bzw. anti-Human 
(pUL56, pUL89) Cy3-konjugierten F(ab`)2 Fragmenten und Färbung der 
Zellkerne mittels DAPI wurden die Zellen mit Hilfe eines 
Fluoreszenzmikroskops analysiert und unter Verwendung einer Digitalkamera 
sowie der Cell D Software (Olympus) fotografiert. 
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Abb. 24: Einfluss von PI auf die virale Proteinexpression. Deckglaskulturen nichtinfizierter 
(mock) oder mit HCMV AD169 infizierter HELF (MOI 0.1 bzw. 1) wurden mit (A) 0.5 µM 
MG132 oder (B) 20 µM Lactacystin bzw. dem entsprechenden Volumen des jeweiligen 
Lösungsmittels (w/o) inkubiert. Die Zellen wurden 72 h p.i. fixiert. Anschließend erfolgte die 
indirekte Immunfluoreszenzfärbung unter Verwendung von Antikörpern gegen die viralen 
Proteine IE1, IE2, pUL112/113, pUL44, pUL56, pUL89, pp65, gB, MCP und pp28. Die 
Zellkerne wurden mittels DAPI angefärbt. Die Darstellung zeigt einen repräsentativen von drei 
unabhängigen Versuchen. 
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Aus Abbildung 24 geht hervor, dass sowohl die Expression als auch die 
Lokalisation einer Vielzahl der hier untersuchten viralen Proteine in PI-
behandelten HELF im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle verändert war. 
Interessanterweise schien darüber hinaus die MOI einen Einfluss auf die 
Hemmbarkeit der Expression bestimmter viraler Proteine zu haben. 
Bei einer MOI von 0.1 war die Anzahl der IE1-positiven Zellen in Anwesenheit 
von MG132 deutlich verringert. Sowohl in den behandelten Zellen als auch in 
den Kontrollzellen zeigte IE1 eine diffuse Verteilung im Zellkern (siehe Abb. 
24 A). Die Expression des sehr frühen Proteins IE2 sowie der frühen Proteine 
pUL112/113, pUL44, pUL56 und pUL89 war nach Behandlung mit MG132 
stark reduziert. Darüber hinaus veränderte sich das Verteilungsmuster dieser 
Proteine. In Übereinstimmung mit anderen Studien waren IE2, pUL112/113 
und pUL44 in unbehandelten Kontrollzellen in distinkten Arealen des 
Zellkerns, den so genannten Replikationszentren lokalisiert [Ahn, 1999; Ahn, 
1999; Sourvinos, 2007]. Die Terminaseuntereinheiten pUL56 und pUL89 
ließen ein den anderen frühen Proteinen ähnliches Expressionsmuster 
erkennen [Giesen, 2000], wobei pUL89 neben seiner Lokalisation in 
Replikationszentren auch eine schwache zytoplasmatische Färbung zeigte. In 
MG132-behandelten HELF war die Bildung großer, nierenförmiger 
Replikationszentren jedoch gestört. Stattdessen akkumulierten IE2, 
pUL112/113, pUL44, pUL56 und pUL89 in kleinen, punktförmigen Prä-
Replikationszentren. Das early late-Protein pp65 zeigte in Kontrollzellen eine 
überwiegend zytoplasmatische Verteilung. Nach Behandlung mit MG132 
konnte kein Unterschied in der Anzahl pp65-positiver Zellen festgestellt 
werden. Das diffus im Zytoplasma vorliegende Protein akkumulierte in 
Anwesenheit von MG132 jedoch in perinukleären Aggregaten (siehe Abb. 
24 A). In Übereinstimmung mit anderen Studien waren die späten Proteine gB 
und pp28 in Kontrollzellen in zytoplasmatischen Kompartimenten lokalisiert, 
die sich in unmittelbarer Nachbarschaft zum Zellkern befinden [Sanchez, 
2000]. Das späte Strukturprotein MCP war in unbehandelten Zellen in 
Replikationszentren lokalisiert (siehe Abb. 24). MCP, gB und pp28 konnten in 
MG132-behandelten Zellen nicht mehr nachgewiesen werden. 
In Übereinstimmung mit dieser Beobachtung war die Expression der späten 
Proteine gB, MCP und pp28 in MG132-behandelten Zellen auch bei einer 
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MOI von 1 vollständig unterdrückt (siehe Abb. 24 A). Darüber hinaus erwies 
sich der Effekt von MG132 auf die Lokalisation von IE2, pUL112/113, pUL44, 
pUL56, pUL89 und pp65 als MOI-unabhängig, da diese Proteine auch bei 
einer MOI von 1 in Prä-Replikationszentren (IE2, pUL112/113, pUL44, pUL56, 
pUL89) bzw. perinukleären Aggregaten (pp65) akkumulierten. Überraschen-
derweise hatte MG132 bei einer MOI von 1 jedoch keinen Einfluss auf die 
Expression von IE1 (siehe Abb. 24 A). 
In parallel durchgeführten Immunfluoreszenzstudien zeigte der hoch-
spezifische Inhibitor Lactacystin einen ähnlichen Effekt wie MG132 auf die 
Expression und Lokalisation der viralen Proteine (siehe Abb. 24 B). Es war 
lediglich zu beobachten, dass die Expression der späten Proteine in 
Anwesenheit von Lactacystin nicht vollständig supprimiert war, so dass 
vereinzelt gB- bzw. pp28-positive Zellen detektiert wurden. Das 
Strukturprotein MCP konnte auch in Lactacystin-behandelten Zellen nicht 
nachgewiesen werden. 
 
3.2.7.2 Analyse der HCMV-Proteinexpression mittels Western 
Blot 
Mit dem Ziel, die Ergebnisse aus den Immunfluoreszenzanalysen zu 
verifizieren, wurde die virale Proteinexpression in PI-behandelten und 
unbehandelten HELF mittels Western Blot charakterisiert. Darüber hinaus 
sollte die MOI-Abhängigkeit des Effekts von PI detailliert untersucht werden. 
Für den Versuch wurden nichtinfizierte (mock) oder mit dem Laborstamm 
AD169 mit unterschiedlicher MOI infizierte HELF (MOI 0.1, 0.25, 0.5, 1 oder 
2) in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) mit 0.5 µM MG132 
oder 20 µM Lactacystin behandelt. Als Kontrolle dienten HELF, die mit dem 
entsprechenden Volumen des jeweiligen Lösungsmittels inkubiert wurden. Die 
Zellen wurden 72 h p.i. für eine Auftrennung der Zellextrakte durch SDS-
PAGE geerntet (siehe Abschnitt 2.2.2.2). Für die Western Blot-Analysen 
wurden Primärantikörper gegen die viralen Proteine IE1/2, pUL44, pp65 und 
MCP eingesetzt (siehe Abschnitt 2.1.7.1). Als Sekundärantikörper diente ein 
anti-Maus IgG HRP-Konjugat. Der Einsatz gleicher Proteinmengen wurde 
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anhand eines Immunoblots gegen das zelluläre Protein Aktin unter Verwen-
dung eines anti-Ziege IgG HRP-konjugierten Sekundärantikörpers überprüft. 
Analyse und Dokumentation der Immunoblots erfolgten mit Hilfe einer CCD-
Kamera unter Verwendung der Kodak Molecular Imaging Software. 
Die Western Blot-Analysen ergaben, dass die Expression von IE1 bei einer 
MOI von 0.1 deutlich durch MG132 gehemmt wurde (siehe Abb. 25 A). Bei 
einer MOI von 0.25 konnte eine leichte Reduktion der IE1-Proteinmenge 
beobachtet werden. Wurden die Zellen mit höherer MOI infiziert (MOI ≥ 0.5), 
so war die IE1-Expression nicht mehr durch MG132 hemmbar. Die 
Expression von IE2 konnte bis zu einer MOI von 0.5 durch MG132 reduziert 
werden (siehe Abb. 25 A). Bei höherer MOI (MOI ≥ 1) lagen gleiche IE2-
Proteinlevel in MG132-behandelten Zellen und Kontrollzellen vor. Die 
Expression des frühen Proteins pUL44 war in MG132-behandelten Zellen bei 
allen betrachteten MOIs im Vergleich zur Kontrolle nahezu vollständig 
gehemmt (siehe Abb. 25 A). Lediglich bei einer MOI von 1 bzw. 2 waren 
äußerst geringe Mengen von pUL44 auch in Anwesenheit von MG132 
detektierbar. Die Expression des Tegumentproteins pp65 war unter Einfluss 
von MG132 bis zu einer MOI von 0.5 deutlich reduziert (siehe Abb. 25 A). Bei 
höherer MOI war eine Zunahme der Expression von pp65 zu beobachten; die 
Expressionslevel der unbehandelten Kontrolle wurden jedoch nicht erreicht. In 
Übereinstimmung mit dem Ergebnis der Immunfluoreszenzanalysen war die 
Expression des späten Proteins MCP in Anwesenheit von MG132 bei allen 
untersuchten MOIs vollständig gehemmt (siehe Abb. 25 A). 
Der hochspezifische Inhibitor Lactacystin zeigte den gleichen Effekt wie 
MG132 auf die Expression von pUL44, pp65 und MCP (siehe Abb. 25 B). Die 
Expression von IE1 und IE2 war dagegen bei einer MOI von 0.1 weniger 
sensitiv für die Behandlung mit Lactacystin. Während bei dieser MOI in 
MG132-behandelten Zellen die Expression von IE1 und IE2 deutlich reduziert 
war, konnte in Anwesenheit von Lactacystin lediglich eine Hemmung der IE2-
Expression beobachtet werden. Die IE1-Expressionslevel waren hingegen 
unverändert. Ähnlich wie bei MG132 lagen bei einer MOI von 1 gleiche IE1/2-
Proteinlevel in Lactacystin-behandelten Zellen und Kontrollzellen vor. 
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Abb. 25: Western Blot-Analyse der viralen Proteinexpression in PI-behandelten HELF. 
Nichtinfizierte (mock) oder mit HCMV AD169 infizierte HELF (MOI 0.1, 0.25, 0.5, 1 oder 2) 
wurden mit (A) 0.5 µM MG132 oder (B) 20 µM Lactacystin bzw. dem entsprechenden 
Volumen des jeweiligen Lösungsmittels behandelt. Die Zellen wurden 72 h p.i. für die 
Gewinnung von Zellextrakten geerntet. Nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE und 
Transfer auf Nitrozellulosemembranen erfolgte der Immunoblot mit Antikörpern gegen HCMV 
IE1/2, pUL44, pp65 und MCP. Die gleichmäßige Beladung der SDS-Gele wurde mit einer 
Färbung der Membranen gegen das zelluläre Protein Aktin überprüft. Die Darstellung zeigt 
einen repräsentativen von jeweils drei unabhängigen Versuchen. 
 
Die Ergebnisse aus den Immunfluoreszenz- und Western Blot-Analysen 
zeigten, dass PI die Expression einzelner viraler Proteine unterschiedlich 
stark beeinflussen. Während die Expression von IE1 und IE2 nur bei niedriger 
MOI signifikant durch PI gehemmt wurde, war die Expression einer Vielzahl 
von frühen und späten Proteinen auch bei hoher MOI sensitiv für die Inhibition 
der Proteasomaktivität. Da späte Proteine wie beispielsweise MCP 
unverzichtbar für die Bildung der Viruspartikel sind, erklärt die vollständige 
Hemmung dieser Proteine durch MG132 bzw. Lactacystin somit auch die 
Abwesenheit von Kapsiden bzw. Virionen in den elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen PI-behandelter Zellen (vergleiche Abschnitt 3.2.4). 
Auffallend bei den Immunfluoreszenz- und Western Blot-Analysen war, dass 
Lactacystin die virale Proteinexpression nicht in gleichem Maße wie MG132 
supprimierte, obwohl Lactacystin das Proteasom irreversibel hemmt und die 
CT-L Proteasomaktivität durch 20 µM Lactacystin stärker inhibiert wurde als 
durch 0.5 µM MG132 (siehe Abb. 16). Diese zunächst widersprüchlich 
erscheinende Beobachtung kann jedoch durch eine Studie von Meiners et al. 
erklärt werden, wonach eine starke Hemmung der Proteasomaktivität die de 
novo Synthese von Proteasomen induziert [Meiners, 2003]. Infolge der 
Neusynthese von Proteasomen würde somit auch die Proteasomaktivität in 
Zelllysaten wieder ansteigen. 
Um der Frage nachzugehen, ob dieser zelluläre Schutzmechanismus für die 
geringere Effizienz von Lactacystin bezüglich der Hemmung der viralen 
Proteinexpression verantwortlich gemacht werden kann, sollte die CT-L 
Proteasomaktivität in Lactacystin-behandelten HELF über einen Zeitraum von 
72 h untersucht werden. Da es sich bei Lactacystin um einen irreversiblen 
Inhibitor handelt, könnte ein Anstieg der Proteasomaktivität nur durch die 
Neusynthese von Proteasomen erklärt werden.  
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Für den Versuch wurden HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 
1x106/Flasche) mit 0.5 µM MG132, 20 µM Lactacystin oder als Kontrolle mit 
dem entsprechenden Volumen des jeweiligen Lösungsmittels inkubiert. Die 
Zellen wurden 0, 24, 48 oder 72 h nach Zugabe der Inhibitoren geerntet. Die 
Bestimmung der CT-L Proteasomaktivität in Zellextrakten erfolgte mit Hilfe 
eines Fluorometers unter Verwendung der KC4 Software (BioTek 
Instruments). 
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Abb. 26: Kinetik der CT-L Proteasomaktivität in PI-behandelten HELF. HELF wurden mit 
0.5 µM MG132 bzw. 20 µM Lactacystin inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit dem 
entsprechenden Volumen des jeweiligen Lösungsmittels inkubiert wurden. Die CT-L 
Proteasomaktivität wurde 0, 24, 48 und 72 h nach Zugabe der Inhibitoren in Zellextrakten 
gemessen. Die Darstellung zeigt die Mittelwerte (± Standardabweichung) bezogen auf die 
Lösungsmittel-behandelte Kontrolle des jeweiligen Zeitpunkts aus drei unabhängigen 
Experimenten. 
 
Wie Abbildung 26 zeigt, war die CT-L Proteasomaktivität in HELF direkt nach 
der Zugabe von 20 µM Lactacystin (Zeitpunkt 0 h) um ca. 90% im Vergleich 
zur Kontrolle reduziert. Bereits 24 h nach Zugabe des Inhibitors war die CT-L 
Aktivität jedoch nur noch um ca. 60% verringert. 72 h nach Zugabe von 
Lactacystin war die CT-L Aktivität schließlich auf ca. 55% der Lösungsmittel-
behandelten Kontrolle angestiegen. Im Gegensatz dazu war die CT-L 
Proteasomaktivität direkt nach der Zugabe von 0.5 µM MG132 (Zeitpunkt 0 h) 
nur um ca. 64% im Vergleich zur Kontrolle inhibiert (siehe Abb. 26). Bis 48 h 
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nach Zugabe von MG132 sank die CT-L Aktivität auf ca. 30% im Vergleich zur 
Kontrolle ab. Erst nach 72 h stieg die CT-L Aktivität wieder leicht an. 
Die Hemmung des Proteasoms durch MG132 ist reversibel, woraus der 
beobachtete leichte Anstieg der CT-L Aktivität 72 h nach Zugabe des 
Inhibitors resultiert. Lactacystin ist hingegen ein irreversibler Inhibitor. Somit 
kann die bereits 24 h nach Zugabe von Lactacystin beobachtete Zunahme der 
CT-L Aktivität nur durch die Neusynthese von Proteasomen erklärt werden. 
 
3.2.7.3 Analyse der Verzögerung der HCMV-
Proteinexpression 
In Studien von Prösch et al. wurde postuliert, dass die Expression der IE-
Proteine in PI-behandelten HELF nicht nur reduziert, sondern auch zeitlich 
verschoben ist [Prösch, 2003]. Um auszuschließen, dass PI die virale 
Proteinexpression lediglich verzögern anstatt permanent zu reprimieren, sollte 
die HCMV-Proteinexpression in behandelten und unbehandelten HELF 120 h 
p.i. charakterisiert werden. 
Dazu wurden Deckglaskulturen nichtinfizierter (mock) oder mit dem 
Laborstamm AD169 mit einer MOI von 0.1 bzw. 1 infizierter HELF in 24 Well 
Zellkulturplatten (Zellzahl: 1x105/Well) mit 0.5 µM MG132 oder als Kontrolle 
mit dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels inkubiert. Da MG132 
das Proteasom reversibel hemmt (vergleiche Abb. 26), wurde der Inhibitor 
72 h p.i. erneut zugegeben. Die Zellen wurden 120 h p.i. fixiert und mit 
Primärantikörpern gegen die viralen Proteine IE1, IE2, pUL112/113, pUL44, 
pUL56, pUL89, pp65, gB, MCP und pp28 inkubiert (siehe Abschnitt 2.2.2.4). 
Nach Inkubation mit anti-Maus (IE1, IE2, pUL112/113, pUL44, pp65, gB, 
MCP, pp28) bzw. anti-Human (pUL56, pUL89) Cy3-konjugierten F(ab`)2 
Fragmenten und Färbung der Zellkerne mittels DAPI wurden die Zellen mit 
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysiert und unter Verwendung einer 
Digitalkamera sowie der Cell D Software (Olympus) fotografiert. 
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Abb. 27: Virale Proteinexpression 120 h p.i. in MG132-behandelten und unbehandelten 
HELF. Deckglaskulturen nichtinfizierter (mock) oder mit HCMV AD169 infizierter HELF 
(MOI 0.1 bzw. 1) wurden mit 0.5 µM MG132 bzw. dem entsprechenden Volumen des 
Lösungsmittels (w/o) inkubiert. Die Zellen wurden 120 h p.i. für eine indirekte 
Immunfluoreszenzfärbung mit Antikörpern gegen die viralen Proteine IE1, IE2, pUL112/113, 
pUL44, pUL56, pUL89, pp65, gB, MCP und pp28 fixiert. Die Zellkerne wurden mittels DAPI 
angefärbt. Die Darstellung zeigt einen repräsentativen von drei unabhängigen Versuchen. 
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Die Immunfluoreszenzanalysen zum Zeitpunkt 120 h p.i. lieferten keinen 
Hinweis darauf, dass MG132 eine Verzögerung der viralen Proteinexpression 
bewirkt. Wie aus Abbildung 27 ersichtlich wird, war kein Unterschied 
bezüglich des Effekts von MG132 auf die Expression der viralen Proteine im 
Vergleich zum Zeitpunkt 72 h p.i. erkennbar (vergleiche Abb. 24 A). Die 
Expression der sehr frühen Proteine IE1 und IE2 war auch 120 h p.i. MOI-
abhängig reprimiert. Im Gegensatz zum Zeitpunkt 72 h p.i. zeigte IE2 jedoch 
keine Lokalisation in Replikationszentren, sondern war diffus im Kern verteilt. 
Möglicherweise gibt es bislang noch unbekannte Prozesse, die eine 
Umverteilung von IE2 zum Zeitpunkt 120 h p.i. bewirken. Die Aufnahmen 
dokumentieren weiterhin, dass die frühen Proteine pUL112/113, pUL44, 
pUL56 und pUL89 in MG132-behandelten HELF MOI-unabhängig in Prä-
Replikationszentren lokalisiert waren. Das early late-Protein pp65 
akkumulierte in MG132-behandelten Zellen MOI-unabhängig in perinukleären 
Aggregaten. Wie bereits unter Abschnitt 3.2.7 beobachtet, unterdrückte 
MG132 die späte virale Proteinexpression vollständig. Auch 120 h p.i. 
konnten weder gB noch MCP oder pp28 in MG132-behandelten Zellen 
nachgewiesen werden. 
Zusammenfassend zeigten die Versuche, dass MG132 keine Verzögerung 
der viralen Proteinexpression bewirkt, sondern diese stattdessen dauerhaft 
supprimiert. 
 
3.2.8 Einfluss von MG132 auf die Spaltung der 
konkatemeren HCMV-DNA 
Mit dem Ziel, den Einfluss von MG132 auf die Spaltung der konkatemeren 
HCMV-DNA durch die virale Terminase zu untersuchen, sollte die Struktur der 
HCMV-DNA mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) analysiert werden.  
Dazu wurden nichtinfizierte (mock) oder mit dem Laborstamm AD169 mit 
einer MOI von 1 infizierte HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 
1x106/Flasche) mit steigenden Konzentrationen von MG132 (0.05–0.50 µM) 
inkubiert. Als Kontrolle dienten infizierte Zellen, die mit dem entsprechenden 
Volumen des Lösungsmittels inkubiert wurden. Die Zellen wurden 72 h p.i. für 
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die Isolierung und Einbettung der DNA in Agarose-Blöckchen geerntet (siehe 
Abschnitt 2.2.2.5). Die Auftrennung der DNA erfolgte mittels PFGE über 27 h 
bei 14°C und 150 V/cm (Pulswinkel 120°, Pulszeit 15-110 s). Im Anschluss 
wurde das Gel für 1 h mit 1 µg/ml Ethidiumbromid inkubiert. Die angefärbte 
DNA wurde unter Verwendung eines UV-Transilluminators sichtbar gemacht 
und fotografiert. Die Größe der HCMV-Monomere (240 kb) wurde mittels 
Lambda Ladder PFG Marker bestimmt. 
 
 
Abb. 28: Einfluss von MG132 auf die Spaltung der konkatemeren viralen DNA. 
Nichtinfizierte (mock) oder mit HCMV AD169 infizierte HELF (MOI 1) wurden in Abwesenheit 
(w/o) oder Anwesenheit von 0.05, 0.10, 0.15, 0.25 oder 0.50 µM MG132 kultiviert. Die Zellen 
wurden 72 h p.i. für eine Auftrennung der DNA mittels PFGE geerntet. Die Größe der HCMV-
Monomere (240 kb) wurde mittels Lambda Ladder PFG Marker bestimmt. Die Darstellung 
zeigt einen repräsentativen von drei unabhängigen Versuchen. 
 
Wie aus Abbildung 28 hervorgeht, erfolgte die Spaltung der konkatemeren 
HCMV-DNA in Anwesenheit von MG132 bis zu einer Konzentration von 
0.15 µM (Spur 4-6). Bei höheren Konzentrationen von MG132 (≥ 0.25 µM) 
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konnte jedoch keine monomere HCMV-DNA detektiert werden (Abb. 28, Spur 
7-8). 
Diese Experimente zeigten somit, dass MG132 mit der Spaltung der 
konkatemeren viralen DNA interferiert und diese ab einer Konzentration von 
0.25 µM komplett unterdrückt. 
 
3.2.9 Einfluss von MG132 auf die virale DNA-Synthese 
Aus den Immunfluoreszenz- und Western Blot-Analysen ging hervor, dass PI 
die Expression der frühen Proteine pUL112/113 und pUL44, die essentiell für 
die Replikation der HCMV-DNA sind [Pari, 1993; Yamamoto, 1998], hemmen 
und die Bildung von viralen Replikationszentren unterdrücken.  
Um daher zu untersuchen, ob die virale DNA-Replikation in Anwesenheit von 
PI überhaupt stattfindet, wurden Studien mit dem Nukleosidanalogon 
Bromdesoxyuridin (BrdU) durchgeführt. Aufgrund des virus host shutoff in 
HCMV-infizierten Zellen wird BrdU vornehmlich in neusynthetisierte virale 
DNA eingebaut [Morin, 1996], die somit über eine Immunfluoreszenzfärbung 
sichtbar gemacht werden kann. 
Für den Versuch wurden Deckglaskulturen nichtinfizierter (mock) oder mit 
dem Laborstamm AD169 mit einer MOI von 1 infizierter HELF in 24 Well 
Zellkulturplatten (Zellzahl: 1x105/Well) mit steigenden Konzentrationen von 
MG132 (0.05-0.50 µM) oder als Kontrolle mit dem entsprechenden Volumen 
des Lösungsmittels behandelt. Die Zugabe von 10 µM BrdU erfolgte 45 h p.i.. 
Nach Fixierung der Zellen 72 h p.i. wurde die DNA in 2 N HCl für 30 min bei 
37°C denaturiert. Anschließend wurde die Säure in 1x TBE neutralisiert. Die 
indirekte Immunfluoreszenzfärbung (siehe Abschnitt 2.2.2.4) erfolgte mit Hilfe 
eines Primärantikörpers gegen BrdU und anti-Maus Cy3-konjugierten F(ab`)2 
Fragmenten als Sekundärantikörper. Die Zellkerne wurden mit DAPI 
angefärbt. Die Analyse der Zellen erfolgte mit Hilfe eines konfokalen Laser 
Scanning Mikroskops sowie der LSM510 Meta Software (Carl Zeiss) unter 
Verwendung einer Digitalkamera. 
In infizierten, unbehandelten Zellen zeigte BrdU eine Lokalisation in viralen 
Replikationszentren (siehe Abb. 29). Da BrdU nur in die neusynthetisierte 
HCMV-DNA inkorporiert wird, zeigt dieses Verteilungsmuster die ablaufende 
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virale DNA-Replikation an. Mit steigenden Konzentrationen von MG132 
verringerte sich zum einen die Anzahl der BrdU-positiven Zellen. Zum 
anderen beschränkten sich die BrdU-gefärbten Areale des Zellkerns 
zunehmend auf kleine, punktförmige Bereiche (siehe Abb. 29). Bei einer 
Konzentration von 0.5 µM MG132 konnte keine neusynthetisierte virale DNA 
detektiert werden. In ruhenden, nichtinfizierten Zellen wurde BrdU nicht in die 
zelluläre DNA inkorporiert. 
 
 
Abb. 29: Analyse der viralen DNA-Replikation. Deckglaskulturen nichtinfizierter (mock) 
oder mit HCMV AD169 infizierter HELF (MOI 1) wurden mit steigenden Konzentrationen von 
MG132 (0.05-0.50 µM) bzw. mit dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels (w/o) 
inkubiert. 45 h p.i. erfolgte die Zugabe von 10 µM BrdU. Die Zellen wurden für weitere 27 h 
kultiviert und anschließend fixiert. Die indirekte Immunfluoreszenzfärbung erfolgte mit einem 
Antikörper gegen BrdU (mAb α-BrdU). Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt. Die 
Darstellung zeigt einen repräsentativen von drei unabhängigen Versuchen. 
 
Diese Experimente zeigten, dass MG132 die de novo Synthese viraler DNA 
inhibiert. Infolgedessen können true late-Proteine wie MCP und pp28 nicht 
mehr gebildet werden, da die vollständig abgeschlossene DNA-Replikation 
eine Voraussetzung für die Expression dieser Proteine ist (vergleiche 
Abschnitt 1.4.2). Dieses Experiment lieferte somit eine Erklärung für den in 
den Immunfluoreszenz- und Western Blot-Analysen beobachteten 
vollständigen Block der späten viralen Proteinexpression. 
 
3.3 Untersuchungen zum Mechanismus des anti-
HCMV-Effekts von PI 
3.3.1 Rolle des Transkriptionsfaktors NF-κB 
Der HCMV MIE-Enhancer/Promotor weist neben einer Vielzahl anderer 
Bindungsmotive auch vier Bindestellen für den Transkriptionsfaktor NF-κB 
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auf. Im gesamten viralen Genom wurden abgesehen davon bislang nur im 
US3-Promotor weitere putative Bindestellen für NF-κB beschrieben [Chan, 
1996]. Die Bedeutung der Bindung von NF-κB an den MIE-
Enhancer/Promotor für die Initiation der viralen Proteinexpression wird in der 
Literatur kontrovers diskutiert. So konnten DeMeritt et al. zeigen, dass die 
Aktivierung von NF-κB essentiell für die effiziente Transaktivierung des MIE-
Enhancer/Promotors ist [DeMeritt, 2004]. Zudem spielt NF-κB eine zentrale 
Rolle bei der TNF-α vermittelten Stimulation des MIE-Enhancer/Promotors in 
monozytären HL60-Zellen [Prösch, 1995]. Hingegen demonstrierte eine 
Studie von Gustems et al., dass HCMV-Mutanten, bei welchen die 
Bindestellen für NF-κB im MIE-Enhancer/Promotor deletiert wurden, ebenfalls 
replikationskompetent sind [Gustems, 2006]. 
PI blockieren die Aktivierung von NF-κB, indem sie I-κB stabilisieren (siehe 
Abschnitt 1.5.2). Die PI-vermittelte Hemmung der Aktivierung von NF-κB und 
Stabilisierung von I-κB in HCMV-infizierten und nichtinfizierten HELF war 
bereits zuvor in der Arbeitsgruppe gezeigt worden [Prösch, 2003]. NF-κB wird 
somit im Zytoplasma zurückgehalten und kann nicht mehr an den MIE-
Enhancer/Promotor binden. Im Folgenden sollte daher untersucht werden, ob 
PI ihre antivirale Wirkung gegenüber HCMV durch die Hemmung der 
Aktivierung von NF-κB entfalten. 
 
3.3.1.1 Einfluss von MG132 auf die IE1/2-Expression in RPE-
Zellen 
Retinale Pigmentepithelzellen (RPE-Zellen) sind neben HELF ein wichtiges 
Zellkultursystem für HCMV und dienen als Modell für die HCMV-vermittelte 
Retinitis. Im Vergleich zu Fibroblasten läuft der virale Replikationszyklus in 
RPE-Zellen zeitlich verzögert ab [Adair, 2006; Detrick, 1996]. Laut einer 
Studie von Cinatl Jr et al. ist die Virusreplikation in RPE-Zellen nicht von der 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB abhängig und kann nicht durch 
NF-κB Inhibitoren gehemmt werden [Cinatl Jr, 2001]. Um einen ersten 
Hinweis darauf zu erhalten, ob der anti-HCMV-Effekt von PI auf der 
Hemmung von NF-κB beruht, sollte der Einfluss von MG132 auf die 
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Expression von IE1 und IE2 in RPE-Zellen unabhängig vom Kontext des 
gesamten viralen Genoms untersucht werden. Für den Versuch wurde das 
Plasmid pG305 eingesetzt, welches für die HCMV IE1/2 Exons 1-5 unter der 
Kontrolle des MIE-Enhancer/Promotors kodiert (schematische Darstellung 
siehe 2.1.4). 
Deckglaskulturen von RPE-Zellen in 12 Well Zellkulturplatten mit einer 
Konfluenz von 60-80% (Zellzahl: 3x105-4x105/Well) wurden mit 3 µg des 
Plasmids pG305 pro Well transient transfiziert (siehe Abschnitt 2.2.1.7) und 
anschließend mit 0.5 µM MG132 inkubiert. Als Kontrolle dienten transfizierte 
Zellen, die mit dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels inkubiert 
wurden. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert. Für die 
anschließende indirekte Immunfluoreszenzfärbung wurden Primärantikörper 
gegen IE1 oder IE2 sowie anti-Maus Cy2-konjugierte F(ab`)2 Fragmente als 
Sekundärantikörper eingesetzt (siehe Abschnitt 2.2.2.4). Die Quantifizierung 
der IE1- bzw. IE2-positiven Zellen erfolgte am Fluoreszenzmikroskop bei 
400facher Vergrößerung. Pro Ansatz wurden zwanzig Gesichtsfelder 
ausgezählt. Die Anzahl IE1- bzw. IE2-positiver Zellen der Lösungsmittel-
behandelten Kontrolle wurde 100% gesetzt. 
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Abb. 30: Einfluss von MG132 auf die IE1/2-Expression in transient transfizierten RPE-
Zellen. Deckglaskulturen von RPE-Zellen wurden mit dem Plasmid pG305 transient 
transfiziert und mit 0.5 µM MG132 oder dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels 
(w/o) inkubiert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen für eine indirekte 
Immunfluoreszenzfärbung gegen HCMV IE1 (mAb p63-27) oder IE2 (mAb SMX) fixiert und 
anschließend am Fluoreszenzmikroskop quantifiziert. Die Darstellung zeigt die Mittelwerte 
(± Standardabweichung) bezogen auf die Lösungsmittel-behandelte Kontrolle aus drei 
unabhängigen Experimenten. 
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Wie aus Abbildung 30 hervorgeht, wurde die Expression von IE1 und IE2 
durch MG132 um 75% (IE1) bzw. 78% (IE2) im Vergleich zur Lösungsmittel-
behandelten Kontrolle gehemmt. Um auszuschließen, dass die IE1/2-
Expression in RPE-Zellen aufgrund der Zytotoxizität von MG132 gehemmt 
war, wurde die CC50 mittels XTT Assay (siehe Abschnitt 2.2.1.8) bestimmt. 
Die CC50 für MG132 in RPE-Zellen betrug 4.55±1.05 µM und lag damit ca. 
10fach über der Arbeitskonzentration. Somit kann geschlussfolgert werden, 
dass die signifikante Hemmung der IE1/2-Expression in RPE-Zellen nicht 
durch zytotoxische Nebeneffekte von MG132 bedingt wurde. 
Unter Berücksichtigung der Beobachtung, dass die HCMV-Replikation in 
RPE-Zellen nicht durch NF-κB Inhibitoren gehemmt werden kann [Cinatl Jr, 
2001] sowie der Tatsache, dass MG132 ein NF-κB Inhibitor ist und dennoch 
die IE1/2-Expression in RPE-Zellen signifikant hemmt, wurde die Hypothese 
aufgestellt, dass dem anti-HCMV-Effekt von PI ein anderer Mechanismus als 
die Hemmung von NF-κB zugrunde liegt. 
 
3.3.1.2 Einfluss von SN50 auf die HCMV-Replikation 
In Fortsetzung dieser Experimente sollte die Rolle von NF-κB im Hinblick auf 
den anti-HCMV-Effekt von PI mit Hilfe von SN50 (siehe Abschnitt 2.1.9.3) 
weiter untersucht werden. SN50 ist ein zellpermeables Peptid, welches die 
Kernlokalisationssequenz der NF-κB Untereinheit p50 trägt. SN50 erlaubt 
zwar die Aktivierung von NF-κB, konkurriert jedoch mit diesem um essentielle 
Kernimportfaktoren [Lin, 1995]. Somit wird NF-κB durch SN50 – ähnlich wie 
durch PI – im Zytoplasma zurückgehalten. Gesetzt den Fall, dass der anti-
HCMV-Effekt von PI auf der Hemmung der NF-κB Aktivierung und somit der 
Abwesenheit von NF-κB im Zellkern beruht, so sollte SN50 eine vergleichbare 
Auswirkung wie PI auf die HCMV-Replikation haben. 
Für den Versuch wurden HELF in 12 Well Zellkulturplatten (Zellzahl: 
5x105/Well) mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI von 0.001 infiziert und 
mit steigenden Konzentrationen von SN50 (5-50 µg/ml) oder als Kontrolle mit 
dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels inkubiert. Nach Fixierung 
der Zellen am Tag 7 p.i. wurde die Bildung von Plaques mittels immun-
zytochemischer Färbung gegen das virale Protein IE1 analysiert (siehe 
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Abschnitt 2.2.1.6). Als Sekundärantikörper diente ein anti-Maus IgG HRP-
Konjugat. Die Quantifizierung der Plaques erfolgte am Lichtmikroskop. Die 
Plaquezahl pro Well der Lösungsmittel-behandelten Kontrolle wurde 100% 
gesetzt. 
 
 
Abb. 31: Einfluss von SN50 auf die HCMV-Replikation. HELF wurden mit HCMV AD169 
infiziert (MOI 0.001) und mit steigenden Konzentrationen von SN50 (5-50 µg/ml) bzw. dem 
entsprechenden Volumen des Lösungsmittels inkubiert. Nach Fixierung der Zellen am Tag 7 
p.i. und immunzytochemischer Färbung gegen HCMV IE1 (mAb p63-27) wurde die Anzahl 
der Plaques mit Hilfe eines Lichtmikroskops bestimmt. Die Darstellung zeigt die Mittelwerte 
(± Standardabweichung) bezogen auf die Lösungsmittel-behandelte Kontrolle aus vier 
unabhängigen Experimenten. 
 
Wie aus Abbildung 31 hervorgeht, war die HCMV-Replikation in Anwesenheit 
von SN50 zwar leicht beeinträchtigt, konnte jedoch nicht vollständig 
unterdrückt werden. Selbst bei einer Konzentration von 50 µg/ml SN50, bei 
welcher der NF-κB Kernimport komplett blockiert ist (siehe unten), war die 
Plaquezahl nur um ca. 30% im Vergleich zur Lösungsmittel-behandelten 
Kontrolle reduziert. Dieses Ergebnis ist ein weiterer Hinweis darauf, dass sich 
NF-κB zwar günstig auf die HCMV-Replikation auswirkt, die Replikation 
jedoch auch in Abwesenheit von NF-κB abzulaufen scheint. 
Um zu testen, ob die HCMV-Replikation in Anwesenheit von SN50 sensitiv für 
PI ist, wurden Plaquereduktionsassays mit MG132 durchgeführt. Sofern die 
Abwesenheit von NF-κB im Kern (durch Hemmung der Aktivierung) für den 
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antiviralen Effekt von PI verantwortlich ist, sollte die HCMV-Replikation in 
Anwesenheit von SN50 weniger sensitiv gegenüber MG132 sein. 
HELF in 12 Well Zellkulturplatten (Zellzahl: 5x105/Well) wurden mit dem 
Laborstamm AD169 mit einer MOI von 0.001 infiziert und in Abwesenheit oder 
Anwesenheit von 50 µg/ml SN50 mit steigenden Konzentrationen von MG132 
(0.1-0.5 µM) inkubiert. Als Kontrolle dienten infizierte HELF, die mit den 
entsprechenden Volumina der Lösungsmittel inkubiert wurden. Am Tag 7 p.i. 
wurden die Zellen fixiert. Anschließend erfolgte die immunzytochemische 
Färbung gegen das virale Protein IE1 unter Verwendung eines anti-Maus IgG 
HRP-konjugierten Sekundärantikörpers (siehe Abschnitt 2.2.1.6). Die Plaques 
wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops quantifiziert. Die Plaquezahl pro Well 
der Kontrolle wurde jeweils 100% gesetzt. Die IC50 wurde graphisch bestimmt. 
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Abb. 32: Sensitivität der HCMV-Replikation gegenüber MG132 in SN50-behandelten 
HELF. HELF wurden mit HCMV AD169 infiziert (MOI 0.001) und in Abwesenheit (w/o) oder 
Anwesenheit von 50 µg/ml SN50 mit steigenden Konzentrationen von MG132 (0.1-0.5 µM) 
inkubiert. Als Kontrolle dienten infizierte HELF, die mit den entsprechenden Volumina der 
Lösungsmittel inkubiert wurden. Nach Fixierung der Zellen am Tag 7 p.i. und 
immunzytochemischer Färbung gegen HCMV IE1 (mAb p63-27) wurde die Anzahl der 
Plaques mit Hilfe eines Lichtmikroskops bestimmt. Die Darstellung zeigt die Mittelwerte 
(± Standardabweichung) bezogen auf die Lösungsmittel-behandelte Kontrolle aus vier 
unabhängigen Experimenten. 
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Die IC50 für MG132 lag in Abwesenheit von SN50 bei 0.18 ± 0.09 µM. In 
Anwesenheit von SN50 betrug die IC50 0.15 ± 0.1 µM. Die virale Replikation 
war somit sensitiv gegenüber MG132, unabhängig davon, ob die Zellen mit 
SN50 behandelt wurden (siehe Abb. 32). 
Um die Wirksamkeit von SN50 nachzuweisen, wurden Immunfluoreszenz-
analysen durchgeführt. Dazu wurden Deckglaskulturen nichtinfizierter (mock) 
oder mit dem Laborstamm AD169 infizierter HELF (MOI 1) in 24 Well 
Zellkulturplatten (Zellzahl: 1x105/Well) mit 50 µg/ml SN50 oder als Kontrolle 
mit dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels inkubiert. Die Zellen 
wurden 24 h p.i. fixiert und mit einem Primärantikörper gegen die NF-κB 
Untereinheit p50 gefärbt (siehe Abschnitt 2.2.2.4). Zum Nachweis der HCMV-
Infektion wurden parallel infizierte Zellen (MOI 1) mit einem Primärantikörper 
gegen das virale Protein IE1 inkubiert (zugehörige Daten nicht gezeigt). Nach 
Inkubation mit anti-Maus Cy3-konjugierten F(ab`)2 Fragmenten als 
Sekundärantikörper und Färbung der Zellkerne mittels DAPI wurden die 
Zellen mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysiert und unter 
Verwendung einer Digitalkamera sowie der Cell D Software (Olympus) 
fotografiert. 
 
 
Abb. 33: Einfluss von SN50 auf die Lokalisation von NF-κB. Deckglaskulturen 
nichtinfizierter (mock) oder mit HCMV AD169 infizierter HELF (MOI 1) wurden mit 50 µg/ml 
SN50 oder dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels (w/o) inkubiert. Die Zellen 
wurden 24 h p.i. fixiert. Anschließend erfolgte die indirekte Immunfluoreszenzfärbung unter 
Verwendung eines Primärantikörpers gegen NF-κB p50. Die Zellkerne wurden mittels DAPI 
angefärbt. Die Darstellung zeigt einen repräsentativen von drei unabhängigen Versuchen. 
 
Wie aus Abbildung 33 ersichtlich ist, konnte NF-κB in nichtinfizierten Zellen 
weder im Zellkern noch im Zytoplasma detektiert werden. In diesen 
(unstimulierten) Zellen liegt NF-κB in äußerst geringen Mengen im Komplex 
mit I-κB im Zytoplasma vor und ist mittels Immunfluoreszenz nicht 
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nachweisbar. Durch Infektion von HELF mit HCMV wird die Aktivierung von 
NF-κB induziert [Yurochko, 1997]. In Übereinstimmung damit war NF-κB in 
HCMV-infizierten HELF im Zellkern lokalisiert (siehe Abb. 33). Die HCMV-
vermittelte Translokation von NF-κB in den Zellkern war in Anwesenheit von 
50 µg/ml SN50 vollständig aufgehoben. SN50-behandelte, infizierte Zellen 
zeigten jedoch eine diffuse zytoplasmatische Färbung. Dies könnte darauf 
zurückzuführen sein, dass sich aktiviertes NF-κB im Zytoplasma anhäuft, da 
der Kernimport durch SN50 effizient unterdrückt wird. 
Zusammenfassend erhärteten die Versuche mit SN50 weiter die Hypothese, 
dass der anti-HCMV-Effekt von PI unabhängig von der PI-vermittelten 
Hemmung der NF-κB Aktivierung ist. 
 
3.3.1.3 Charakterisierung der HCMV Mutante HB5ΔNF-κB 
Um diese Hypothese weiter zu untermauern, wurde die Mutante HB5ΔNF-κB 
von S. Prösch und A. Zimmermann (Institut für Virologie der Universität 
Düsseldorf) mittels BAC-Mutagenese konstruiert, bei welcher alle vier NF-κB 
Bindestellen im MIE-Enhancer/Promotor deletiert sind. Gesetzt den Fall, dass 
die Hemmung der Aktivierung von NF-κB für den antiviralen Effekt von PI 
verantwortlich ist, so sollte die Mutante weniger sensitiv gegenüber MG132 
sein als das Wildtyp-BAC. Die PI-Sensitivität von HB5ΔNF-κB sollte daher 
mittels Plaquereduktionsassays sowie EM- und Immunfluoreszenzanalysen 
charakterisiert werden. 
 
Einfluss von MG132 auf die Replikation der HCMV Mutante 
HB5ΔNF-κB 
HELF in 25 cm2 Zellkulturflaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) wurden mit dem 
Wildtyp-BAC HB5 oder der Mutante HB5ΔNF-κB mit einer MOI von 0.001 
infiziert und mit steigenden Konzentrationen von MG132 (0.05-0.5 µM) 
inkubiert. Als Kontrolle dienten infizierte Zellen, die mit dem entsprechenden 
Volumen des Lösungsmittels inkubiert wurden. Da die Wirkung von MG132 
reversibel ist, wurde der Inhibitor an den Tagen 3 und 5 p.i. erneut 
zugegeben. Am Tag 7 p.i. wurden die Zellen fixiert und eine immun-
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zytochemische Färbung mit einem Primärantikörper gegen IE1/2 durchgeführt 
(siehe Abschnitt 2.2.1.6). Als Sekundärantikörper diente ein anti-Maus IgG 
HRP-Konjugat. Die Auszählung der Plaques erfolgte am Lichtmikroskop. Die 
Plaquezahl pro Flasche der Lösungsmittel-behandelten Kontrolle wurde 
jeweils 100% gesetzt. Die IC50 wurde graphisch bestimmt. 
 
 
Abb. 34: Einfluss von MG132 auf die Replikation der HCMV Mutante HB5ΔNF-κB. HELF 
wurden mit dem HCMV Wildtyp-BAC HB5 bzw. der Mutante HB5ΔNF-κB infiziert (MOI 0.001) 
und mit steigenden Konzentrationen von MG132 (0.05-0.5 µM) bzw. dem entsprechenden 
Volumen des Lösungsmittels inkubiert. Nach Fixierung der Zellen am Tag 7 p.i. und 
immunzytochemischer Färbung gegen HCMV IE1/2 (mAb E13) wurde die Anzahl der Plaques 
pro 25 cm2 Zellkulturflasche mit Hilfe eines Lichtmikroskops bestimmt. Die Darstellung zeigt 
die Mittelwerte (± Standardabweichung) bezogen auf die Lösungsmittel-behandelte Kontrolle 
aus vier unabhängigen Experimenten. 
 
Wie aus Abbildung 34 hervorgeht, wurde die Replikation des Wildtyps und der 
Mutante konzentrationsabhängig durch MG132 gehemmt. Die IC50-Werte für 
MG132 in HELF betrugen 0.18 ± 0.01 µM für HB5 bzw. 0.13 ± 0.03 µM für 
HB5ΔNF-κB. Somit ist die Replikation der Mutante HB5ΔNF-κB gegenüber 
MG132 in gleichem Maße sensitiv wie die Replikation des Wildtyps HB5. 
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EM-Analyse der HCMV Mutante HB5ΔNF-κB 
Zur weiteren Charakterisierung der Mutante wurden HELF in 25 cm2 
Zellkulturflaschen (Zellzahl: 1x106/Flasche) mit dem HCMV BAC HB5-GFP 
bzw. der Mutante HB5ΔNF-κB mit einer MOI von 0.1 infiziert und mit 0.5 µM 
MG132 oder als Kontrolle mit dem entsprechenden Volumen des Lösungs-
mittels behandelt. Das HCMV BAC HB5-GFP wurde anstelle des nicht mehr 
verfügbaren Wildtyps HB5 eingesetzt und ist mit diesem bis auf eine eGFP-
exprimierende Kassette zwischen den offenen Leserahmen US1 und US12 
identisch (siehe Abschnitt 2.1.3). Die Zellen wurden 72 h p.i. geerntet und mit 
2.5% (v/v) Glutaraldehyd fixiert. Nach Kontrastierung mit 0.1% (w/v) Tannin 
und Färbung mit 0.2% (w/v) Uranylacetat wurden die Zellen schließlich in 
Epon eingebettet (siehe Abschnitt 2.2.2.6). Anschließend wurden 
Ultradünnschnitte der Proben angefertigt, auf Kupfernetze übertragen und mit 
Hilfe eines TecnaiTM G2 Elektronenmikroskops (FEI Company) bei einer 
konstanten Spannung von 120 kV analysiert. Die Dokumentation erfolgte mit 
Hilfe einer 2K MegaView2-Digitalkamera bei kalibrierten Vergrößerungen. 
In Übereinstimmung mit den in Abschnitt 3.2.4 gewonnenen Ergebnissen 
konnte die Bildung infektiöser Viruspartikel in MG132-behandelten Zellen, die 
mit dem HCMV BAC HB5-GFP infiziert worden waren, vollständig unterdrückt 
werden (siehe Abb. 35 A, B, C, D). Auch nicht-infektiöse Partikel wie 
beispielsweise NIEPs oder dense bodies wurden nicht detektiert. Die 
Ultradünnschnitte der mit der BAC-Mutante HB5ΔNF-κB infizierten, MG132-
behandelten Zellen ließen ebenfalls eine völlige Abwesenheit infektiöser 
sowie nicht-infektiöser Viruspartikel erkennen (siehe Abb. 35 E, F, G, H). 
Diese Versuche zeigten, dass die Bildung infektiöser Nachkommenviren der 
BAC-Mutante HB5ΔNF-κB ebenso sensitiv für die Hemmung des Proteasoms 
ist wie die des BAC HB5-GFP. 
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Abb. 35: Elektronenmikroskopische Analyse von Ultradünnschnitten HCMV BAC-
infizierter HELF. HELF wurden mit dem HCMV BAC HB5-GFP (A, B, C, D) bzw. 
HB5ΔNF-κB (E, F, G, H) infiziert (MOI 0.1) und mit 0.5 µM MG132 (B, D, F, H) oder dem 
entsprechenden Volumen des Lösungsmittels (A, C, E, G) inkubiert. Die Zellen wurden 72 h 
p.i. mit 2.5% (v/v) Glutaraldehyd fixiert und eingebettet. A, B, E und F zeigen Ausschnitte aus 
dem Zellkern (Nuc); C, D, G und H zeigen Ausschnitte aus dem Zytoplasma (Cyt). A-Kapside 
sind durch breite schwarze Pfeile, B-Kapside durch weiße Pfeile und C-Kapside durch 
schmale schwarze Pfeile gekennzeichnet (siehe Legende). Virionen sind durch breite graue 
Pfeile dargestellt. Db bezeichnet dense bodies. Das Größenmaß entspricht 500 nm. Die 
Darstellung zeigt ein repräsentatives von jeweils drei unabhängigen Experimenten. 
 
Einfluss von PI auf die Proteinexpression der HCMV Mutante 
HB5ΔNF-κB 
Um aufzuklären, ob die Proteinexpression der BAC-Mutante ebenfalls von 
MG132 beeinflusst wird, wurden Deckglaskulturen nichtinfizierter (mock) oder 
mit dem HCMV BAC HB5-GFP bzw. der Mutante HB5ΔNF-κB mit einer MOI 
von 0.1 infizierter HELF in 24 Well Zellkulturplatten (Zellzahl: 1x105/Well) mit 
0.5 µM MG132 oder als Kontrolle mit dem entsprechenden Volumen des 
Lösungsmittels inkubiert. Die Zellen wurden 72 h p.i. fixiert und mit 
Primärantikörpern gegen die viralen Proteine IE1, IE2, pUL112/113, pUL44, 
pUL56, pUL89, pp65, gB, MCP und pp28 gefärbt (siehe Abschnitt 2.2.2.4). 
Nach Inkubation mit anti-Maus (IE1, IE2, pUL112/113, pUL44, pp65, gB, 
MCP, pp28) bzw. anti-Human (pUL56, pUL89) Cy3-konjugierten F(ab`)2 
Fragmenten und Färbung der Zellkerne mittels DAPI wurden die Zellen mit 
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysiert und unter Verwendung einer 
Digitalkamera sowie der Cell D Software (Olympus) fotografiert. 
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Abb. 36: Einfluss von MG132 auf die Proteinexpression der HCMV BACs HB5-GFP und 
HB5ΔNF-κB. Deckglaskulturen nichtinfizierter (mock) oder mit dem HCMV BAC HB5-GFP 
bzw. der Mutante HB5ΔNF-κB infizierter HELF (MOI 0.1) wurden mit 0.5 µM MG132 oder 
dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels (w/o) inkubiert. Die Zellen wurden 72 h p.i. 
fixiert. Anschließend erfolgte die indirekte Immunfluoreszenzfärbung unter Verwendung von 
Antikörpern gegen die viralen Proteine IE1, IE2, pUL112/113, pUL44, pUL56, pUL89, pp65, 
gB, MCP und pp28. Die Zellkerne wurden mittels DAPI angefärbt. Die Darstellung zeigt einen 
repräsentativen von drei unabhängigen Versuchen. 
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Anhand von drei unabhängigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass 
die MG132-vermittelte Hemmung der Proteinexpression der BAC-Mutante 
HB5ΔNF-κB dem gleichen Muster wie die des BAC HB5-GFP folgte (siehe 
Abb. 36). Die Expression aller untersuchten sehr frühen und frühen Proteine 
war deutlich reduziert, zudem waren IE2, pUL112/113, pUL44, pUL56 und 
pUL89 in MG132-behandelten Zellen in Prä-Replikationszentren lokalisiert, 
während sie in den Kontrollzellen in Replikationszentren detektiert wurden. 
Das Tegumentprotein pp65 akkumulierte unabhängig davon, welches der 
beiden rekombinanten HCMV-Genome zur Infektion eingesetzt wurde, in 
Anwesenheit von MG132 in perinukleären Aggregaten. Die Aufnahmen 
dokumentieren weiterhin, dass die Expression der späten Proteine gB, MCP 
und pp28 sowohl bei HB5-GFP als auch bei HB5ΔNF-κB vollständig durch 
MG132 unterdrückt wurde. 
Zusammenfassend konnte durch die Charakterisierung der Mutante gezeigt 
werden, dass die Hemmung der Aktivierung von NF-κB nicht die Ursache für 
den antiviralen Effekt von PI ist. Die Inhibition der HCMV-Replikation scheint 
vielmehr über einen anderen, noch unbekannten Mechanismus abzulaufen. 
 
3.3.2 Rolle der ND10 Komponenten PML und hDaxx 
In HCMV-infizierten Zellen ist eine Reihe von viralen Proteinen wie 
beispielsweise IE1/2 sowie das Tegumentprotein pp71 mit nuclear domain 10 
(ND10) Strukturen assoziiert. Bei ND10, die in der Literatur auch als PML 
oncogenic domains (PODs) oder PML bodies zu finden sind, handelt es sich 
um distinkte subnukleäre Strukturen, die sich aus einer Vielzahl von Proteinen 
zusammensetzen. Die Hauptstrukturkomponente bildet dabei das promyelotic 
leukemia protein (PML); weitere wichtige Bestandteile sind beispielsweise 
hDaxx und Sp100. Nach bisherigem Verständnis sind ND10 in so 
verschiedene Prozesse wie Transkriptionsregulation, Apoptose und 
Interferon-vermittelte Abwehr viraler Infektionen involviert [LaMorte, 1998; 
Stadler, 1995; Wang, 1998b]. Für HCMV konnte bereits ein reprimierender 
Einfluss von PML und hDaxx auf die Transkription der viralen Gene 
nachgewiesen werden [Tavalai, 2006]. Darüber hinaus konnten Saffert et al. 
kürzlich zeigen, dass die pp71-vermittelte Neutralisation von hDaxx nötig ist, 
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um die IE-Transkription zu initiieren [Saffert, 2006]. Dabei induzierte pp71 den 
proteasomalen Abbau von hDaxx. Wurde hDaxx durch PI stabilisiert, so 
konnte dadurch die Expression von IE1 bei niedriger, nicht jedoch bei hoher 
MOI unterdrückt werden. Aufgrund der in den Immunfluoreszenz- und 
Western Blot-Analysen beobachteten MOI-Abhängigkeit des Einflusses von 
PI auf die IE-Proteinexpression (siehe Abschnitt 3.2.7) wurde somit die 
Hypothese aufgestellt, dass die ND10 Komponenten hDaxx und/oder PML in 
den anti-HCMV-Effekt von PI involviert sind. 
Um diese Hypothese zu überprüfen, sollte die Initiation der HCMV-Replikation 
in PML- oder hDaxx-knockdown HFF untersucht werden. Es handelt sich 
dabei um HFF, die mit Retroviren transduziert wurden, um stabil siRNA gegen 
PML (siPML2) bzw. hDaxx (siDaxx1) zu exprimieren [Tavalai, 2006]. Als 
Kontrolle dienten HFF, welche infolge der retroviralen Transduktion nicht-
funktionelle siRNA (siC) oder keine siRNA (Vektor) exprimieren [Tavalai, 
2006]. Der stabile knockdown (kd) von PML bzw. hDaxx in diesen Zellen war 
zuvor von Tavalai et al. gezeigt worden [Tavalai, 2006]. Gesetzt den Fall, 
dass der anti-HCMV-Effekt von PI auf einer Stabilisierung von hDaxx oder 
PML beruht, so sollte die Replikation in den knockdown-Zellen nicht durch PI 
hemmbar sein. 
Deckglaskulturen von PML- oder hDaxx-kd HFF bzw. Kontroll-HFF (Vektor, 
siC) wurden für 30 min mit 0.5 µM MG132 oder als Kontrolle mit dem 
entsprechenden Volumen des Lösungsmittels vorinkubiert und anschließend 
mit dem Laborstamm AD169 mit einer MOI von 0.003 infiziert. Nach Fixierung 
der Zellen 24 h p.i. wurde eine indirekte Immunfluoreszenzfärbung (siehe 
Abschnitt 2.2.2.4) mit einem Primärantikörper gegen IE1 und anti-Maus Cy2-
konjugierten F(ab`)2 Fragmenten als Sekundärantikörper durchgeführt. Die 
Quantifizierung der IE1-positiven Zellen pro Deckgläschen erfolgte am 
Fluoreszenzmikroskop. Die Anzahl der IE1-positiven Zellen pro Deckgläschen 
der Lösungsmittel-behandelten Kontrolle wurde jeweils 100% gesetzt. 
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Abb. 37: Sensitivität der IE1-Expression gegenüber MG132 in PML- bzw. hDaxx-kd HFF. 
PML-kd HFF (siPML2), hDaxx-kd HFF (siDaxx1) und Kontroll-HFF (Vektor, siC) wurden mit 
0.5 µM MG132 bzw. dem entsprechenden Volumen des Lösungsmittels (w/o) für 30 min 
vorinkubiert und anschließend mit HCMV AD169 infiziert (MOI 0.003). Die Zellen wurden 24 h 
p.i. für eine indirekte Immunfluoreszenzfärbung gegen HCMV IE1 (mAb p63-27) fixiert. Die 
Darstellung zeigt die Mittelwerte (± Standardabweichung) bezogen auf die jeweilige 
Lösungsmittel-behandelte Kontrolle aus einem Experiment mit drei unabhängigen 
Parallelansätzen. 
 
Die Expression von IE1 konnte in PML-kd und hDaxx-kd HFF durch MG132 
um 68% bzw. 56% im Vergleich zur Lösungsmittel-behandelten Kontrolle 
reduziert werden (siehe Abb. 37). Interessanterweise war die Anzahl der IE1-
positiven Zellen in den behandelten PML-kd bzw. hDaxx-kd HFF damit jedoch 
höher als in den behandelten Kontrollzellen (Vektor, siC), bei welchen die IE1-
Expression um 81% bzw. 84% gehemmt wurde. Obwohl der knockdown von 
PML bzw. hDaxx den anti-HCMV-Effekt von PI nicht neutralisierte, schien er 
zumindest eine partielle „Resistenz“ gegenüber MG132 zu verleihen. 
Um auszuschließen, dass die IE1-Expression in den knockdown-Zellen 
aufgrund der Zytotoxizität von MG132 gehemmt war, wurde die CC50 mittels 
XTT Assay (siehe Abschnitt 2.2.1.8) bestimmt. Die CC50 für MG132 betrug 
5.10±0.66 µM in „Vektor“-HFF, 4.35±0.72 µM in „siC“-HFF, 3.30±1.43 µM in 
PML-kd HFF sowie 4.05±1.47 µM in hDaxx-kd HFF und lag damit ca. 
6-10fach über der Arbeitskonzentration. Somit kann geschlussfolgert werden, 
dass die Hemmung der IE1-Expression in knockdown-HFF nicht durch 
zytotoxische Nebeneffekte von MG132 bedingt wurde. 
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Zusammenfassend kann geschlussfolgert werden, dass PML und hDaxx in 
den antiviralen Effekt von PI involviert sind. Bedauerlicherweise standen keine 
HFF mit einem knockdown für beide Proteine zur Verfügung, so dass nicht 
überprüft werden konnte, ob sich die „Resistenz“ gegen MG132 durch einen 
kombinierten knockdown weiter steigern lässt. Unter Berücksichtigung der 
Tatsache, dass HCMV nur die Umverteilung, nicht aber den proteasomalen 
Abbau von PML induziert [Xu, 2001], muss jedoch die Existenz weiterer 
zellulärer oder viraler Zielproteine von PI als wahrscheinlich angenommen 
werden. 
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4 Diskussion 
Das Proteasom wurde lange Zeit als „Müllsammler“ oder „Hausmeister der 
Zelle“ angesehen [Wu, 2002], dessen Funktion lediglich im Abbau fehl-
gefalteter oder beschädigter Proteine besteht. Erst später wurde erkannt, 
dass das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) durch die selektive Degradation 
regulatorischer Proteine in fundamentale zelluläre Prozesse wie 
beispielsweise Zellzyklusregulation, Apoptose, DNA-Reparatur und 
Differenzierung sowie inflammatorische Prozesse und Antigenpräsentation 
involviert ist [Rivett, 2004; Varshavsky, 1997; Wang, 1998a; Wu, 2002].  
Viren sind im Rahmen ihrer Replikation essentiell auf den Metabolismus der 
Wirtszelle angewiesen und haben daher eine Vielzahl von Strategien 
entwickelt, zelluläre Systeme oder Signalwege zu beeinflussen, um ihre 
eigene Vermehrung zu begünstigen und voranzutreiben. Auch das UPS 
scheint ein bevorzugtes Ziel viraler Manipulationen zu sein. So konnte anhand 
von Studien mit Proteasominhibitoren (PI) gezeigt werden, dass Proteasom-
abhängige Prozesse im Replikationszyklus einer Reihe von Viren wie 
beispielsweise HIV, HSV, Influenza, Coxsackievirus B3 oder VSV vorhanden 
sind [Khor, 2003; Luo, 2003; Neznanov, 2008; Schubert, 2000]. 
Auch für HCMV wurde kürzlich eine inhibitorische Wirkung von PI auf die 
Virusreplikation beschrieben [Prösch, 2003]. Auf der Grundlage dieser 
Beobachtung wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit weiter spezifiziert, 
welche Rolle das Proteasom bei der HCMV-Replikation spielt. Zum einen 
wurde untersucht, ob HCMV die Aktivität und/oder die Zusammensetzung des 
Proteasoms beeinflusst. Zum anderen wurde detailliert charakterisiert, welche 
Auswirkungen die Hemmung der Proteasomaktivität auf die Virusreplikation 
hat. Darüber hinaus wurde der Wirkungsmechanismus des anti-HCMV-Effekts 
von PI näher untersucht. 
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4.1 Einfluss von HCMV auf die Proteasomaktivität 
Da bereits bekannt war, dass Funktionalität und Aktivität des Proteasoms 
essentiell für die HCMV-Replikation sind [Prösch, 2003], wurde zunächst 
untersucht, ob das Virus möglicherweise Einfluss auf die katalytische Aktivität 
des Proteasoms nimmt. Die Experimente beschränkten sich dabei auf die 
Untersuchung der Chymotrypsin-ähnlichen (CT-L) Aktivität, da die Trypsin-
ähnliche (T-L) und die Peptidylglutamyl-Peptid-hydrolysierende (PGPH) 
Aktivität nicht in Zelllysaten gemessen werden können. Die CT-L Aktivität 
leistet jedoch den Hauptanteil des proteasomalen Proteinabbaus [Arendt, 
1997; Kisselev, 1999], so dass die Experimente trotz dieser Beschränkung ein 
genaues Bild von der Beeinflussung der proteasomalen Proteindegradation 
zeichnen. 
Die Versuche ergaben, dass die CT-L Aktivität in Abhängigkeit von der MOI in 
HCMV-infizierten HELF bis zu siebenfach im Vergleich zur nichtinfizierten 
Kontrolle erhöht war (siehe Abb. 9). Die Abhängigkeit der Replikation vom 
UPS geht bei Viren jedoch nicht immer zwangsläufig mit einer Erhöhung der 
Proteasomaktivität einher. So konnte bei Coxsackievirus B3 selbst bei einer 
MOI von 100 keine Erhöhung der CT-L Aktivität in murinen Kardiomyozyten 
festgestellt werden [Luo, 2003]. Die für HCMV beobachtete Erhöhung der 
CT-L Proteasomaktivität könnte einerseits „aktiv“ vom Virus induziert werden. 
Andererseits wäre es möglich, dass die Erhöhung der CT-L Aktivität lediglich 
eine Folge der „passiven“ Induktion des Immunproteasoms ist, welches über 
eine gesteigerte CT-L Aktivität im Vergleich zum konstitutiven Proteasom 
verfügt. Bereits die Bindung des Virus an die Wirtszelle könnte dabei die 
Induktion des Immunproteasoms auslösen. Bei der Adsorption wird HCMV 
durch den Toll-like receptor 2 erkannt. Die dadurch ausgelöste Signal-
transduktionskaskade führt zur Ausschüttung von Interferon-α und –β [Botero, 
2008; Juckem, 2008], welche wie Interferon-γ den Wechsel vom konstitutiven 
Proteasom zum Immunproteasom induzieren können [Shin, 2006]. Dabei 
werden die konstitutiven Untereinheiten β1/delta, β2/Z und β5/MB1 durch die 
homologen Immunproteasomuntereinheiten β1i/LMP2, β2i/MECL1 und 
β5i/LMP7 ersetzt [Eleuteri, 1997; Shin, 2006; Toes, 2001; Ustrell, 1995]. 
Zudem wird das Immunproteasom präferentiell von regulatorischen 11S 
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Untereinheiten (auch als proteasome activator 28 bezeichnet) flankiert, 
während das konstitutive Proteasom üblicherweise mit 19S Untereinheiten 
assoziiert ist [Groettrup, 1996].  
Um zu untersuchen, ob die Erhöhung der CT-L Proteasomaktivität in HCMV-
infizierten HELF auf der Induktion des Immunproteasoms beruht, wurden 
Versuche mit UV-inaktiviertem Virus durchgeführt. Durch die UV-Behandlung 
wird das Virusgenom irreparabel geschädigt, so dass es nicht mehr zur 
Expression viraler Proteine kommt. Adsorption und Viruseintritt werden durch 
die UV-Inaktivierung nicht beeinträchtigt. In HELF, die mit UV-inaktiviertem 
Virus infiziert wurden, war die CT-L Proteasomaktivität lediglich um ca. 30% 
im Vergleich zur nichtinfizierten Kontrolle erhöht (siehe Abb. 10). Adsorption 
und Eintritt von HCMV in die Wirtszelle waren somit nicht hinreichend, um 
eine signifikante Steigerung der CT-L Proteasomaktivität zu erreichen. 
Demzufolge scheint die Erhöhung der CT-L Proteasomaktivität in HCMV-
infizierten HELF nicht auf der Induktion des Immunproteasoms zu beruhen. 
Um dies jedoch sicher ausschließen zu können, wurde die Zusammensetzung 
des Proteasoms in nichtinfizierten und HCMV-infizierten HELF 24, 48 und 
72 h p.i. mit Hilfe von Western Blot-Analysen charakterisiert. Die Immun-
proteasomuntereinheiten β5i/LMP7 und β1i/LMP2 wurden zu keinem der 
untersuchten Zeitpunkte in HCMV-infizierten HELF detektiert (siehe Abb. 11). 
In Übereinstimmung damit war die Expression der konstitutiven 
Proteasomuntereinheiten β5/MB1 und β1/delta in HCMV-infizierten HELF 
unverändert im Vergleich zu den nichtinfizierten Kontrollzellen. Weiterhin 
konnte in vorläufigen Experimenten kein Unterschied zwischen nichtinfizierten 
und HCMV-infizierten HELF bezüglich der Expression der regulatorischen 
11S Untereinheit festgestellt werden (zugehörige Daten nicht gezeigt). Der 
Austausch der konstitutiven Untereinheit β2/Z gegen die Immunproteasom-
untereinheit β2i/MECL1 konnte in dieser Arbeit nicht untersucht werden, da 
alle für humanes β2i/MECL1 kommerziell erhältlichen Antikörper mit der 
konstitutiven Untereinheit β2/Z kreuzreagieren (D. Siele, Institut für Biochemie 
der Charité zu Berlin; persönliche Kommunikation). Aufgrund der 
Beobachtung, dass der Einbau von β2i/MECL1 in das Immunproteasom nur in 
Anwesenheit von β1i/LMP2 stattfindet [Groettrup, 1997], sollte die 
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Betrachtung der Untereinheiten β5i/LMP7 und β1i/LMP2 jedoch hinreichend 
sein, um eine Aussage über die Zusammensetzung des Proteasoms in 
HCMV-infizierten HELF treffen zu können. 
Die Western Blot-Analysen ergaben zusammenfassend, dass HCMV die 
Induktion des Immunproteasoms in HELF über den Zeitraum des gesamten 
Replikationszyklus unterdrückt. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit einer 
Studie von Khan et al., die mittels zweidimensionaler SDS-PAGE zeigen 
konnten, dass die Induktion des Immunproteasoms sowohl in HCMV-
infizierten als auch in MCMV-infizierten Fibroblasten 72 h p.i. (HCMV) bzw. 
30 h p.i. (MCMV) supprimiert ist [Khan, 2003]. Bei MCMV wird dies vermutlich 
durch M27, einen Inhibitor des Interferon-γ Signalwegs, erreicht 
[Zimmermann, 2005]. Ob HCMV die Expression der Immunproteasom-
untereinheiten durch einen ähnlichen Mechanismus unterdrückt, ist bislang 
nicht bekannt. 
Aus den Experimenten mit UV-inaktiviertem Virus war bekannt, dass die 
Expression viraler Proteine nötig ist, um eine Erhöhung der CT-L 
Proteasomaktivität in HCMV-infizierten HELF auszulösen (siehe oben). Um 
einen ersten Hinweis darauf zu erhalten, welche virale Proteinklasse für die 
Induktion verantwortlich ist, wurde eine Kinetik der CT-L Proteasomaktivität 
für verschiedene MOIs (MOI 0.05, 0.1, 0.5, 1 und 2) über den gesamten 
HCMV-Replikationszyklus erstellt. Bereits 24 h nach Infektion war die CT-L 
Aktivität bei allen untersuchten MOIs im Vergleich zur nichtinfizierten Kontrolle 
deutlich erhöht und stieg dann bis 72 h p.i. stetig an (siehe Abb. 12). Diese 
Versuche deuteten darauf hin, dass die Erhöhung der CT-L Aktivität bereits in 
der sehr frühen oder frühen Phase des Replikationszyklus induziert wird. Um 
andererseits die Auswirkung der Hemmung einzelner viraler Proteinklassen 
auf die CT-L Proteasomaktivität abschätzen zu können, wurde eine Studie mit 
Cycloheximid, einem Inhibitor der eukaryotischen Translation, durchgeführt. 
Diese Versuche ergaben, dass die Erhöhung der Proteasomaktivität am 
effektivsten neutralisiert wird, wenn die Zugabe des Inhibitors bis zu 24 h p.i. 
erfolgt (siehe Abb. 13). In Übereinstimmung mit der oben diskutierten Kinetik 
impliziert die Cycloheximid-Studie, dass sehr frühe oder frühe virale Proteine 
für die Erhöhung der CT-L Proteasomaktivität verantwortlich sind. 
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Hinsichtlich des Mechanismus der HCMV-vermittelten Erhöhung der CT-L 
Proteasomaktivität sind folgende Szenarien denkbar. Zum einen könnte 
HCMV die de novo Synthese proteasomaler Untereinheiten induzieren. In 
Übereinstimmung mit dieser Hypothese wurde in DNA-Array-Analysen 
HCMV-infizierter Fibroblasten 24 h p.i. eine Zunahme der mRNA-Level einiger 
Proteasomuntereinheiten beobachtet [Zhu, 1998]. So waren die mRNA-Level 
der Untereinheiten alpha 1, alpha 2 und alpha 7 jeweils um den Faktor 4-6 im 
Vergleich zu nichtinfizierten Zellen gesteigert. Die mRNA-Menge der ATPase-
Untereinheit S4 des regulatorischen 19S Komplexes war 16fach erhöht. In 
den hier durchgeführten Western Blot-Studien konnte jedoch über den 
gesamten Zeitraum des viralen Replikationszyklus keine Veränderung der 
Expression der Untereinheiten β5/MB1, alpha 4 oder β1/delta beobachtet 
werden (siehe Abb. 11). Da vor allem die katalytischen Untereinheiten 
β5/MB1 und β1/delta essentiell für die de novo Synthese von konstitutiven 
Proteasomen sind, ist die Zunahme des Proteasomgehalts der Wirtszelle als 
Mechanismus für die Erhöhung der Proteasomaktivität somit eher 
unwahrscheinlich. Es wäre jedoch denkbar, dass in der Zelle vorhandene 
latente 20S Proteasomen durch HCMV aktiviert werden [Liu, 2003]. Bei 
latenten 20S Proteasomen ist die Eintrittspforte für Substrate, der so 
genannte α-Annulus durch die N-Termini bestimmter α-Untereinheiten 
verschlossen. Durch Anlagerung von regulatorischen Untereinheiten wie 
beispielsweise des 19S Komplexes wird der α-Annulus geöffnet, so dass die 
katalytischen Zentren zugänglich werden und die Proteasomaktivität ansteigt 
[Whitby, 2000]. Des Weiteren könnte die Proteasomaktivität über post-
translationale Modifikationen wie Phosphorylierungen [Bose, 1999; Mason, 
1996] oder Glykosylierungen [Zhang, 2003] reguliert werden. 
Über die Beeinflussung der Aktivität des konstitutiven Proteasoms durch Viren 
ist bislang nur sehr wenig bekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass 
das Tax-Protein des Human T-Cell Leukemia Virus Type-1 (HTLV-1) direkt an 
nukleäre Proteasomen bindet und dass aufgereinigte konstitutive 
Proteasomen aus Tax-transfizierten 293T Zellen eine erhöhte CT-L und T-L 
Aktivität aufweisen [Hemelaar, 2001]. Ob HCMV die CT-L Proteasomaktivität 
durch einen ähnlichen Mechanismus erhöht, wurde im Rahmen der 
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vorliegenden Arbeit nicht untersucht und soll Gegenstand weiterführender 
Experimente sein. 
Zusammenfassend scheint das Verhältnis von HCMV zum Proteasom 
ambivalent zu sein. Auf der einen Seite unterdrückt HCMV die Bildung des 
Immunproteasoms in infizierten Zellen, da das Immunproteasom bevorzugt 
Peptide zytoplasmatischer Proteine für die Antigenpräsentation über MHC 
Klasse-I Moleküle generiert [Chen, 2001; Rock, 1999]. Es handelt sich somit 
um einen Mechanismus, mit dessen Hilfe sich das Virus dem Zugriff des 
Immunsystems entzieht. Auf der anderen Seite scheint die Erhöhung der 
Aktivität des konstitutiven Proteasoms von Vorteil für die HCMV-Replikation 
zu sein. Eine erhöhte Proteasomaktivität könnte sich aus folgenden Gründen 
günstig auf die Virusreplikation auswirken: Das Proteasom bewerkstelligt 
75-95% des gesamten Proteinabbaus der Zelle [Craiu, 1997]. Die gesteigerte 
Proteasomaktivität führt somit zu einer höheren Degradations- und 
Durchsatzrate von Proteinen. Dadurch werden vermehrt Aminosäuren zur 
Neusynthese von Proteinen zur Verfügung gestellt. Eine erhöhte 
Proteasomaktivität könnte somit den großen Bedarf an Aminosäuren für die 
virale Proteinsynthese decken. Weiterhin wäre denkbar, dass durch die 
erhöhte Aktivität des konstitutiven Proteasoms verstärkt zelluläre Proteine 
abgebaut werden, die andernfalls mit der Virusreplikation interferieren. Nicht 
zuletzt ist das Proteasom in die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren oder 
anderen regulatorischen Proteinen involviert, welche das zelluläre Milieu in 
einer für HCMV vorteilhaften Weise beeinflussen könnten. 
 
4.2 Charakterisierung des anti-HCMV-Effekts von PI 
Für HCMV wurde kürzlich gezeigt, dass die Inhibition der Proteasomaktivität 
durch MG132 die Hemmung der Virusreplikation zur Folge hat [Prösch, 2003]. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte zunächst die Hemmung der 
HCMV-Replikation durch MG132 verifiziert werden (siehe Abb. 15). Darüber 
hinaus konnte die Virusreplikation auch durch andere PI wie beispielsweise 
BSc2118, MG262 und Lactacystin unterdrückt werden (siehe Abb. 15). Die 
Replikation des α-Herpesvirus HSV-1 kann ebenfalls durch eine Reihe von PI 
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gehemmt werden [La Frazia, 2006]. Für das γ-Herpesvirus EBV wurden zwar 
vielfältige Interaktionen mit dem UPS zur Regulation der Latenz und zur 
Deregulation zellulärer Onkogene beschrieben [Dantuma, 2003; Masucci, 
2001]; es gibt jedoch keine Studien zum Einfluss von PI auf die EBV-
Replikation. Darüber hinaus ist nicht bekannt, ob weitere Mitglieder der 
Herpesviridae wie beispielsweise VZV oder HHV-6 Proteasom-abhängige 
Prozesse in ihren Replikationszyklen aufweisen. Im Rahmen dieser Arbeit 
sollte daher der Effekt von MG132 auf die Replikation des α-Herpesvirus VZV 
untersucht werden. Die Versuche zeigten jedoch, dass die VZV-Replikation 
im Gegensatz zu HSV-1 und HCMV nicht durch MG132 inhibiert werden kann 
(siehe Abb. 17). Die unterschiedliche Sensitivität der einzelnen Mitglieder der 
Herpesviridae gegenüber PI deutet darauf hin, dass es keine für die gesamte 
Virusfamilie einheitliche Interaktion mit dem UPS gibt, sondern sich vielmehr 
spezifische Proteasom-abhängige Prozesse in der Replikation der einzelnen 
Herpesviren herausgebildet haben. 
Da eine Vielzahl von PI (insbesondere aus der Klasse der Peptidaldehyde) 
neben dem Proteasom auch nicht-proteasomale zelluläre Proteasen wie 
beispielsweise Calpaine und Cathepsine hemmt [Mellgren, 1997; Tsubuki, 
1996], sollte im Folgenden getestet werden, ob die HCMV-Replikation auch 
durch die Hemmung dieser Proteasen unterdrückt werden kann. Die 
Versuche zeigten jedoch, dass die Calpaininhibitoren I und II keinen Einfluss 
auf die HCMV-Replikation hatten (siehe Abb. 18). Somit konnte die 
Schlussfolgerung gezogen werden, dass die Aktivität des Proteasoms 
essentiell für die HCMV-Replikation ist und der anti-HCMV-Effekt von PI 
unabhängig von der Hemmung nicht-proteasomaler zellulärer Proteasen ist. 
Im Einklang mit diesem Ergebnis steht auch, dass die HCMV-Replikation 
durch den hochspezifischen Inhibitor Lactacystin, für den bislang keine 
Wechselwirkung mit nicht-proteasomalen Proteasen beschrieben wurde, 
gehemmt werden konnte. 
Mit dem Ziel, den anti-HCMV-Effekt von PI näher zu charakterisieren, wurde 
zunächst mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Analysen untersucht, ob in 
PI-behandelten Zellen überhaupt virale Kapside oder infektiöse Viruspartikel 
gebildet werden. Interessanterweise wurde die Bildung infektiöser 
Nachkommenviren durch PI jedoch nicht nur reduziert, sondern vollständig 
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unterdrückt. In allen analysierten Ultradünnschnitten wurden weder reife 
Virionen noch Kapside, Pro-Kapside oder nicht-infektiöse Partikel detektiert 
(siehe Abb. 20). Folglich ist anzunehmen, dass ein zeitlich vor der 
Virusreifung gelegener, essentieller Schritt des viralen Replikationszyklus 
durch PI blockiert wird. Im Folgenden wurde daher der Frage nachgegangen, 
welche Prozesse der HCMV-Replikation, die eine Voraussetzung für die 
Bildung infektiöser Nachkommenviren darstellen, möglicherweise durch PI 
gehemmt werden. 
Für Influenza wurde bereits beschrieben, dass MG132 und Lactacystin den 
Eintritt des Virus in die Wirtszelle inhibieren, indem sie mit der 
endozytotischen Aufnahme und der Sortierung des Virus in späte Endosomen 
interferieren [Khor, 2003]. Anders als Influenza dringt HCMV durch direkte 
Fusion der Virushülle mit der Zellmembran in die Wirtszelle ein. Zumindest für 
den Eintritt von HCMV in Endothelzellen wird jedoch eine Beteiligung 
endozytotischer Vorgänge diskutiert [Ryckman, 2006; Sinzger, 2008]. Um 
daher sicher ausschließen zu können, dass PI bereits diesen ersten Schritt 
des viralen Replikationszyklus beeinflussen, wurde der Eintritt von HCMV in 
HELF nach Vorinkubation mit MG132 untersucht. Es konnte kein Unterschied 
in der Anzahl der HCMV-positiven Zellen zwischen den Kontrollzellen und den 
PI-behandelten Zellen festgestellt werden (siehe Abb. 21 B). Somit wird der 
Eintritt von HCMV in die Wirtszelle nicht durch MG132 beeinträchtigt. 
Demnach müssen andere Prozesse der Virusreplikation durch PI gehemmt 
werden, die später im Replikationszyklus stattfinden. 
Um herauszufinden, in welcher Phase des viralen Replikationszyklus die 
Zugabe von PI den stärksten Effekt auf die Virusreplikation ausübt, wurde 
eine „time of addition“-Analyse mit MG132 durchgeführt (siehe Abschnitt 
3.2.6). Wurde MG132 bis zu 48 h p.i. zugegeben, so ergab sich eine 
Hemmung der Virusreplikation um durchschnittlich 90% (siehe Abb. 23). 
Selbst wenn die Zugabe von MG132 erst nach Vollendung des ersten 
Replikationszyklus (72 h p.i.) erfolgte, konnte die weitere Vermehrung von 
HCMV noch um 54% reduziert werden. Folglich konnte die Virusreplikation 
bis zum späten Stadium des Replikationszyklus durch MG132 gehemmt 
werden. Die Sensitivität gegenüber dem Proteasominhibitor war jedoch in der 
sehr frühen und frühen Phase am stärksten ausgeprägt. Dieses Ergebnis 
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deutete darauf hin, dass das Proteasom in verschiedene Prozesse im viralen 
Replikationszyklus involviert ist. 
Mit dem Ziel, nähere Informationen darüber zu erhalten, um welche Prozesse 
es sich dabei handelt, wurde zunächst der Einfluss von PI auf die virale 
Proteinexpression mittels Immunfluoreszenz- und Western Blot-Analysen 
näher charakterisiert. Eine erste Untersuchung der HCMV-Proteinexpression 
in PI-behandelten HELF war bereits von Prösch et al. durchgeführt worden 
[Prösch, 2003]. Die Ergebnisse dieser Studie legten die Vermutung nahe, 
dass vor allem die Expression des sehr frühen Proteins IE2 unterdrückt ist, 
während das Expressionslevel von IE1 unverändert bleibt. Zudem wurde 
gezeigt, dass die Expression des frühen Proteins pUL44 und des early late-
Proteins pp65 in Anwesenheit von MG132 deutlich reduziert ist. Es wurde 
somit von Prösch et al. postuliert, dass die Reduktion der Expression früher 
und später viraler Proteine auf der Hemmung der IE2-Expression beruht 
[Prösch, 2003].  
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten konnten die 
Ergebnisse von Prösch et al. jedoch nur teilweise bestätigen. Mit Hilfe von 
Western Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass der Effekt von PI auf die 
Expression der IE-Proteine von der MOI abhängt (siehe Abschnitt 3.2.7.2). 
Bei niedriger MOI (MOI 0.1) waren sowohl die Expression von IE1 als auch 
die Expression von IE2 stark gehemmt (siehe Abb. 25 A). Bei hoher MOI 
(MOI ≥ 1) lagen gleiche IE1/2-Proteinlevel in MG132-behandelten Zellen und 
Kontrollzellen vor. Dabei fiel auf, dass die Expression von IE1 im Vergleich zu 
IE2 weniger sensitiv gegenüber MG132 war. Da die mRNAs für IE1 und IE2 
aus einem gemeinsamen Primärtranskript hervorgehen, muss folglich 
angenommen werden, dass im Fall von IE2 posttranskriptionale Prozesse wie 
beispielsweise das Spleißen stärker durch PI beeinflusst werden. 
In der Studie von Prösch et al. war ferner postuliert worden, dass die 
Expression der IE-Proteine nicht nur reduziert, sondern auch zeitlich 
verschoben ist [Prösch, 2003]. Diese Hypothese konnte jedoch in der 
vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. Bei der Analyse der viralen 
Proteinexpression 120 h p.i. zeigte sich das gleiche Repressionsmuster von 
MG132 wie 72 h p.i. (siehe Abb. 27). Es kann somit geschlussfolgert werden, 
 
Diskussion   ________________________   _______________________ 105
dass MG132 die virale Proteinexpression nicht verzögert, sondern dauerhaft 
reprimiert. 
IE1 und IE2 sind die zentralen viralen Transaktivatoren und üben eine 
Vielzahl unterschiedlicher Funktionen aus. So beeinflussen sie die Expression 
zahlreicher zellulärer Proteine wie beispielsweise Regulatoren des Zellzyklus 
oder Proteine des Nukleinsäurestoffwechsels [Kalejta, 2002; Wade, 1992; 
Wiebusch, 2001]. Darüber hinaus induzieren sie die Expression der frühen 
und späten viralen Proteine und kontrollieren ihre eigene Expression. So 
erfolgt eine positive Autoregulation der IE-Expression durch IE1 in 
Kooperation mit NF-κB in der frühen Phase des Replikationszyklus 
[Cherrington, 1989]. In der späten Phase der Replikation wird die IE-
Expression durch Bindung von IE2579AS zusammen mit der Spleißvariante 
IE2338AS an das cis-repression signal im MIE-Enhancer/Promotor unterdrückt 
[Cherrington, 1991]. Trotz der zentralen Rolle von IE1 für die Virusreplikation 
sind IE1-Deletionsmutanten nur bei niedriger MOI (MOI 0.1) 
replikationsdefizient und zeigen bei MOI > 3 ein dem Wildtyp vergleichbares 
Wachstum [Gawn, 2002; Greaves, 1998; Mocarski, 1996]. Als Erklärung für 
diese MOI-Abhängigkeit wird eine Kompensation der IE1-vermittelten 
autoregulatorischen Stimulation des MIEP durch Tegumentproteine wie 
beispielsweise pp71 bei hoher MOI diskutiert [Mocarski, 1996]. Im Gegensatz 
dazu sind IE2-Deletionsmutanten durch die fehlende Induktion der frühen 
Proteinexpression MOI-unabhängig replikationsdefizient [Heider, 2002; 
Marchini, 2001].  
In Übereinstimmung damit zeigten die im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
durchgeführten Immunfluoreszenz- und Western Blot-Analysen ebenfalls eine 
starke Hemmung der Expression früher Proteine durch PI (siehe Abschnitt 
3.2.7). So waren die Expressionslevel von pUL44 MOI-unabhängig reduziert 
(siehe Abb. 25). Zudem war die intranukleäre Verteilung der frühen Proteine 
pUL112/113, pUL44, pUL56 und pUL89 in PI-behandelten HELF unabhängig 
von der MOI verändert. Während diese Proteine in den Kontrollzellen in 
großen, nierenförmigen Replikationszentren lokalisiert waren [Ahn, 1999; 
Giesen, 2000], zeigten sie in PI-behandelten Zellen eine Lokalisation in 
kleinen, punktförmigen Prä-Replikationszentren (siehe Abb. 24). 
Interessanterweise zeigte auch IE2 bei einer MOI von 1 in PI-behandelten 
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Zellen eine Lokalisation in Prä-Replikationszentren, obwohl die IE2-
Proteinmenge bei dieser MOI den Western Blot-Analysen zufolge nicht 
reduziert war. Dieses zunächst widersprüchlich erscheinende Ergebnis 
könnte dadurch erklärt werden, dass in PI-behandelten Zellen Prä-
Replikationszentren existieren, die zwar IE2, jedoch keine frühen Proteine wie 
beispielsweise pUL112/113 oder pUL44 enthalten. Ob dies tatsächlich der 
Fall ist, müsste in weiterführenden Experimenten untersucht werden. 
Die beobachtete PI-vermittelte Hemmung der Expression früher viraler 
Proteine kann nicht allein durch die verminderten IE1/2-Proteinlevel erklärt 
werden. Bei einer MOI von 1 lagen IE1 und IE2 trotz PI-Behandlung in 
ausreichender Menge vor, um die Expression der nachfolgenden 
Proteinklassen zu induzieren. Dennoch war die Expression der frühen 
Proteine reduziert. Folglich muss angenommen werden, dass weitere 
Proteasom-abhängige Prozesse im Replikationszyklus von HCMV existieren. 
Darüber hinaus wurde die Expansion von Prä-Replikationszentren zu 
Replikationszentren MOI-unabhängig durch PI gehemmt. Andere Inhibitoren 
der herpesviralen DNA-Replikation wie beispielsweise Ganciclovir und 
Foscarnet interferieren ebenfalls mit der Bildung von Replikationszentren 
[Lukonis, 1996; Penfold, 1997]. Dabei unterscheidet sich das 
Erscheinungsbild der Prä-Replikationszentren jedoch deutlich von dem hier 
beobachteten Phänotyp. Während in Ganciclovir-behandelten Zellen eine 
Vielzahl von Prä-Replikationszentren (> 20 pro Zelle) detektiert werden kann, 
zeigen PI-behandelte Zellen durchschnittlich 2-3 Prä-Replikationszentren 
(siehe Abb. 24), die zudem auch etwas größer als in Ganciclovir-behandelten 
Zellen sind. Da es sich in beiden Fällen um Prä-Replikationszentren handelt, 
ist zu vermuten, dass die jeweiligen Inhibitoren auf verschiedene Weise mit 
der Reifung von Replikationszentren interferieren. Am Beispiel von HSV 
wurde bereits beschrieben, dass „reife“ Replikationszentren aus der 
Verschmelzung benachbarter Prä-Replikationszentren hervorgehen [Taylor, 
2003]. Auf welche Weise PI mit der Bildung von „reifen“ Replikationszentren 
interferieren könnten, ist noch nicht bekannt und müsste in weiterführenden 
Experimenten untersucht werden. 
Die Hemmung der Expression des early late-Proteins pp65 durch PI war im 
Vergleich zu den frühen Proteinen schwächer ausgeprägt (siehe Abb. 25). Bei 
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niedriger MOI war die pp65-Expression stark reduziert. Mit steigender MOI 
nahm jedoch auch die Menge an pp65 zu. Es konnten zudem Unterschiede 
zwischen PI-behandelten Zellen und Kontrollzellen im Hinblick auf die 
Verteilung von pp65 festgestellt werden. Während pp65 in den Kontrollzellen 
überwiegend im Zytoplasma lokalisiert war, akkumulierte das Protein in PI-
behandelten Zellen in perinukleären Aggregaten (siehe Abb. 24). Der Effekt 
von PI auf die Lokalisation von pp65 war unabhängig von der MOI. Die 
Transaktivierung des pp65-Promotors erfolgt durch IE1 zusammen mit IE2 
[Depto, 1989]. Die MOI-abhängige Hemmung der Expression von pp65 ist 
somit vermutlich ein direkter Effekt der Verfügbarkeit von IE1/2. 
Am stärksten wurde die Expression der späten HCMV-Proteine durch PI 
beeinflusst. So waren die Proteine gB, MCP und pp28 in Anwesenheit von 
MG132 nicht mehr nachweisbar (siehe Abb. 24 und 25). Die Expression der 
späten Proteine war sowohl bei niedriger als auch bei hoher MOI vollständig 
unterdrückt. Da es sich zumeist um Glykoproteine der Virushülle sowie 
Tegument- oder Kapsidproteine handelt, ist die Expression der späten 
Proteine essentiell für die Bildung infektiöser Nachkommenviren. Am Beispiel 
von pp28 konnte bereits gezeigt werden, dass eine pp28-Nullmutante nicht in 
der Lage ist, infektiöse Nachkommenviren zu produzieren [Silva, 2003]. Die 
Ursache dafür scheint eine Blockade der finalen Umhüllung der Virionen zu 
sein. Die in den elektronenmikroskopischen Analysen PI-behandelter Zellen 
beobachtete Abwesenheit infektiöser Nachkommenviren beruht somit auf der 
kompletten Hemmung der Expression später Proteine.  
Bei der Reifung von HCMV wird die konkatemere virale DNA durch die 
Terminase in einzelne Genomeinheiten gespalten, welche anschließend über 
das Portalprotein pUL104 in die Kapside inseriert werden [Dittmer, 2005a; 
Dittmer, 2005b]. Die virale Terminase besteht aus den Untereinheiten pUL56 
und pUL89. Während pUL56 die Bindung zwischen DNA und Pro-Kapsid 
vermittelt und die Energie für die Insertion der DNA in die Kapside bereitstellt, 
führt pUL89 die Spaltung der Konkatemere aus [Bogner, 1998; Scheffczik, 
2002]. Aufgrund der in den Immunfluoreszenzanalysen beobachteten 
reduzierten Expression von pUL56 und pUL89 sollte mittels 
Pulsfeldgelelektrophorese untersucht werden, ob die Spaltung der 
konkatemeren viralen DNA in MG132-behandelten Zellen noch stattfindet. Die 
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Versuche ergaben, dass die Menge an monomerer HCMV-DNA mit 
steigender Konzentration von MG132 abnahm (siehe Abb. 28). Die Hemmung 
der DNA-Spaltung könnte einerseits auf einer direkten Beeinflussung der 
Aktivität der Terminase beruhen. Unter Berücksichtigung der in den Western 
Blot- und Immunfluoreszenzanalysen beobachteten Reduktion der Expression 
von pUL112/113 und pUL44 durch PI wäre andererseits denkbar, dass ein 
Mangel an konkatemerer viraler DNA als Substrat für die Terminase der 
Grund für die verminderte DNA-Spaltung ist. Daher sollte aufgeklärt werden, 
inwiefern die virale DNA-Replikation durch die reduzierten Proteinlevel von 
pUL112/113 und pUL44 beeinflusst wird. 
Die frühen Proteine pUL112/113 und pUL44 sind essentielle Ko-Faktoren der 
viralen DNA-Replikation [Pari, 1993]. Aus der UL112/113-Region des viralen 
Genoms gehen durch alternatives Spleißen vier Proteine hervor, die über 
einen einheitlichen N-Terminus verfügen. Den einzelnen Spleißvarianten 
konnten noch keine individuellen Funktionen zugeordnet werden. Die 
pUL112/113-Proteine ko-lokalisieren mit viraler DNA an der Peripherie der 
nukleären ND10 Strukturen [Yamamoto, 1998]. Ihre Funktion scheint vor 
allem darin zu bestehen, weitere Faktoren der viralen DNA-Replikation wie 
beispielsweise pUL44 zu den Replikationszentren zu rekrutieren [Park, 2006]. 
pUL44 fungiert als akzessorisches Protein der viralen DNA-Polymerase 
pUL54. Es vermittelt die Bindung zwischen pUL54 und der viralen DNA und 
fördert die Synthese langkettiger DNA [Weiland, 1994]. Da sowohl 
pUL112/113 als auch pUL44 eine entscheidende Rolle bei der viralen DNA-
Replikation spielen, wurde die Hypothese aufgestellt, dass durch die PI-
vermittelte Reduktion der pUL112/113- und pUL44-Level die Neusynthese 
viraler DNA beeinträchtigt wird. In der Studie von Prösch et al. wurde bereits 
mittels quantitativer RT-PCR gezeigt, dass die Anzahl viraler Genome in 
Gegenwart von MG132 um zwei Größenordnungen im Vergleich zur Kontrolle 
reduziert war und über einen Zeitraum von fünf Tagen nur leicht anstieg 
[Prösch, 2003]. Um den Einfluss von PI auf die de novo Synthese viraler DNA 
näher zu charakterisieren, wurde die Inkorporation des Nukleosidanalogons 
Bromdesoxyuridin (BrdU) in die virale DNA analysiert. In Übereinstimmung 
mit den Ergebnissen von Prösch et al. konnte in der vorliegenden Arbeit 
gezeigt werden, dass die virale DNA-Replikation mit steigenden Konzen-
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trationen von MG132 inhibiert wird (siehe Abb. 29). Die Hemmung der viralen 
DNA-Replikation könnte auch die beobachtete Blockade der true late-
Proteinexpression erklären, da diese durch einen noch ungeklärten 
Mechanismus nur nach vollendeter DNA-Replikation exprimiert werden. 
Weiterhin erscheint es in Anbetracht dieser Ergebnisse als wahrscheinlich, 
dass die Hemmung der Spaltung der viralen DNA eher auf der geringen 
Menge viraler DNA als auf einer direkten Hemmung der katalytischen Aktivität 
von pUL89 beruht. Die Hypothese müsste jedoch in weiterführenden 
Experimenten geprüft werden. 
Zusammenfassend zeigten die Studien mit PI eine effiziente Hemmung der 
HCMV-Replikation. Dabei erhärtete sich die Modellvorstellung, dass mehrere 
essentielle Proteasom-abhängige Prozesse im viralen Replikationszyklus 
existieren. So wird zum einen die Expression der sehr frühen Proteine IE1 
und IE2 bei niedriger MOI gehemmt. Bei hoher MOI ist die Hemmung der IE-
Expression aufgehoben. Dennoch ist die Expression der nachfolgenden 
frühen Proteine auch bei hoher MOI stark reduziert. Zudem wird die 
Expansion der Replikationszentren, in welchen die Replikation der viralen 
DNA, die Expression der späten Proteine sowie die Assemblierung der 
Kapside abläuft, durch PI unterdrückt. Auch die Neusynthese viraler DNA ist 
stark gehemmt. Ein Grund dafür könnten die reduzierten Level früher Proteine 
wie z.B. pUL112/113 und pUL44, die als Replikationsfaktoren fungieren, 
sowie die Abwesenheit „reifer“ Replikationszentren sein. Aus der Hemmung 
der viralen DNA-Replikation resultiert die Blockade der Expression später 
(true late) Proteine. Da es sich bei späten Proteinen zumeist um 
Strukturproteine handelt, wird der Prozess der Morphogenese gestört und es 
werden keine Kapside bzw. Virionen gebildet. Unklar ist noch, ob die Spaltung 
der konkatemeren viralen DNA direkt durch PI oder indirekt durch einen 
Mangel an Substrat beeinflusst wird. 
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4.3 Untersuchungen zum Mechanismus des anti-
HCMV-Effekts von PI 
Prinzipiell könnte der anti-HCMV-Effekt von PI zum einen auf die Inhibition 
der Expression eines essentiellen viralen Proteins zurückzuführen sein. Zum 
anderen wäre es möglich, dass die Virusreplikation durch die Hemmung der 
Expression oder Aktivierung eines essentiellen zellulären Proteins supprimiert 
wird. Schließlich wäre denkbar, dass der beobachtete Effekt auf der 
Stabilisierung eines antiviral wirkenden Faktors beruht. 
Als potentielle Ursachen wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit die 
Hemmung der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB sowie die 
Stabilisierung von Komponenten der nukleären ND10 Strukturen untersucht. 
 
NF-κB ist ein wichtiger zellulärer Transkriptionsfaktor, der neben einer Reihe 
anderer Prozesse auch an der Regulation der Immunantwort sowie an 
Entzündungsvorgängen beteiligt ist. Die Aktivierung von NF-κB erfolgt durch 
den proteasomalen Abbau von I-κB, dem zelleigenen Inhibitor von NF-κB 
(siehe Abschnitt 1.5.2). Darüber hinaus trägt das Proteasom zur Aktivierung 
von NF-κB bei, indem es die ko- oder post-translationale Abspaltung der p50-
Untereinheit von NF-κB aus dem p105-Vorläuferprotein katalysiert [Lin, 1998; 
Palombella, 1994]. Trotz seiner Bedeutung für die innate Immunantwort wird 
die vermutlich eher „passive“ Induktion von NF-κB durch einige Viren nicht 
unterbunden und in manchen Fällen überdies zur Initiation der viralen 
Proteinexpression genutzt. So rekrutiert HSV-1 NF-κB in der frühen Phase 
des Replikationszyklus zum viralen ICP0-Promotor [Amici, 2006], welcher 
ähnlich wie der MIE-Enhancer/Promotor von HCMV die Expression der IE-
Proteine kontrolliert. Wird die HSV-1-induzierte Aktivierung von NF-κB durch 
PI unterdrückt, so resultiert dies in der Hemmung der viralen 
Proteinexpression und der Virusreplikation [La Frazia, 2006]. Diese 
Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass der antivirale Effekt von PI im 
Falle von HSV-1 auf der Hemmung von NF-κB beruht. Da auch der HCMV 
MIE-Enhancer/Promotor NF-κB Bindestellen aufweist und NF-κB als 
essentiell für die effiziente Transaktivierung des MIE-Enhancer/Promotors und 
die Expression von IE1 beschrieben wurde [DeMeritt, 2004], sollte in dieser 
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Arbeit aufgeklärt werden, ob der antivirale Effekt von PI im Falle von HCMV 
ebenfalls auf der Hemmung von NF-κB beruht. 
Dazu wurde zunächst die Hemmbarkeit der IE-Expression in RPE-Zellen 
untersucht. Eine Besonderheit von RPE-Zellen ist, dass die Virusreplikation in 
diesen Zellen nicht von NF-κB Inhibitoren gehemmt werden kann [Cinatl Jr, 
2001]. Dennoch konnte die IE1/2-Expression in RPE-Zellen durch MG132 
signifikant reduziert werden (siehe Abb. 30). Aufgrund dieses Ergebnisses 
wurde die Hypothese aufgestellt, dass der anti-HCMV-Effekt von PI nicht auf 
der Hemmung von NF-κB beruht. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde 
getestet, ob ein weiterer NF-κB Inhibitor, SN50, einen ähnlichen Effekt auf die 
HCMV-Replikation hat wie MG132. Anders als PI hemmt SN50 jedoch nicht 
die Aktivierung, sondern den Kernimport von NF-κB [Lin, 1995]. Die HCMV-
Replikation wurde durch SN50 leicht beeinträchtigt (siehe Abb. 31), was dafür 
spricht, dass NF-κB die Replikation zu stimulieren vermag. Dennoch war die 
HCMV-Replikation auch in Anwesenheit von SN50 sensitiv für MG132 (siehe 
Abb. 32). Es müssen folglich weitere Proteasom-abhängige Prozesse im 
viralen Replikationszyklus existieren, deren Hemmung kritisch für die 
Virusreplikation ist. Die Hypothese, dass der anti-HCMV-Effekt von PI 
unabhängig von der PI-vermittelten Hemmung der NF-κB Aktivierung ist, 
wurde durch die Versuche mit SN50 somit weiter erhärtet. 
Um die Rolle von NF-κB noch detaillierter zu erforschen, wurde der Einfluss 
von PI auf die Replikation der Virusmutante HB5ΔNF-κB charakterisiert, bei 
welcher alle vier 18 bp-Motive im MIE-Enhancer/Promotor deletiert sind. 
Abgesehen von diesen Motiven gibt es im gesamten HCMV-Genom lediglich 
im US3-Promotor weitere putative Bindestellen für NF-κB [Chan, 1996]. US3 
ist ein sehr frühes Protein, welches zur HCMV-Immunevasion beiträgt, indem 
es die Reifung und den Transport von MHC Klasse-I und -II Molekülen zur 
Zelloberfläche verhindert [Hegde, 2002; Jones, 1996]. Für die Initiation der 
Virusreplikation spielt US3 jedoch keine Rolle. In Übereinstimmung mit der 
Vorstellung, dass NF-κB die HCMV-Replikation begünstigt, ist die Replikation 
der Mutante in HELF gegenüber dem Wildtyp HB5 um eine Größenordnung 
reduziert (S. Prösch, persönliche Mitteilung). Mit Hilfe von Plaque-
reduktionsassays konnte gezeigt werden, dass die Replikation der Mutante 
HB5ΔNF-κB gleichermaßen sensitiv gegenüber MG132 ist wie die des 
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Wildtyps HB5 (siehe Abb. 34). Die Bildung infektiöser Nachkommenviren 
konnte bei HB5ΔNF-κB ebenso wie bei HB5-GFP durch MG132 unterdrückt 
werden (siehe Abb. 35). Auch die MG132-vermittelte Hemmung der viralen 
Proteinexpression folgte bei HB5ΔNF-κB und HB5-GFP dem gleichen Muster 
(siehe Abb. 36).  
Auch die Arbeiten anderer Gruppen haben entgegen der oben zitierten Arbeit 
von DeMeritt et al. gezeigt, dass NF-κB keine essentielle Rolle bei der 
Initiation der viralen Replikation spielt. So wurde beschrieben, dass die 
Eliminierung der NF-κB Bindestellen im MIE-Enhancer/Promotor keine 
Auswirkung auf die Expression von IE1 hat [Gustems, 2006]. Zudem hatte 
eine dominant-negative I-κB Mutante keinen reprimierenden Einfluss auf die 
HCMV-Replikation [Benedict, 2004]. Der MIE-Enhancer/Promotor weist neben 
den Bindestellen für NF-κB noch eine Vielzahl weiterer Bindemotive für 
andere Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise CREB/ATF, AP-1 und SP-1 
auf. Es ist somit wahrscheinlich, dass andere Transkriptionsfaktoren den 
Mangel an NF-κB – ob nun durch PI oder anderweitig herbeigeführt – 
kompensieren können. 
Zusammenfassend zeigten die Experimente zur Rolle des Transkriptions-
faktors NF-κB somit, dass dieser zwar die Replikationseffizienz von HCMV zu 
fördern scheint. Die Hemmung der Aktivierung von NF-κB spielt für den 
antiviralen Effekt von PI jedoch – wenn überhaupt – nur eine untergeordnete 
Rolle. Darüber hinaus müssen noch weitere Proteasom-abhängige Prozesse 
im viralen Replikationszyklus existieren. 
 
Einer dieser Prozesse könnte die Auseinandersetzung des Virus mit den 
subnukleären ND10 Strukturen sein. Bei ND10 Domänen handelt es sich um 
makromolekulare Strukturen, die distinkte Areale im interchromosomalen 
Raum des Nukleus bilden und aus einer Vielzahl zellulärer Proteine bestehen 
[Negorev, 2001]. Zu den wichtigsten ND10 Komponenten zählen neben PML 
als dem ND10 definierenden Faktor vor allem die Proteine hDaxx, Sp100 und 
SUMO-1. Aufgrund der Fähigkeit von PML und hDaxx, zelluläre Histon-
Deacetylasen (HDACs) zu viralen Genomen zu rekrutieren und diese dadurch 
transkriptional stillzulegen, werden ND10 als Teil der intrinsischen 
Immunabwehr der Zelle angesehen. Dennoch scheint die enge Assoziierung 
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von viralen Genomen und ND10 Domänen ein allgemeines Merkmal im Kern 
replizierender DNA-Viren zu sein. So assoziieren die parentalen Genome von 
Adenoviren, Papovaviren sowie allen Herpesviridae präferentiell mit ND10 
Domänen; die Transkription der viralen Gene und die Bildung von 
Replikationszentren beginnen zumeist in unmittelbarer Nachbarschaft dieser 
Strukturen [Everett, 2001; Ishov, 1996; Maul, 1998; Maul, 1996]. Auf der 
anderen Seite kodieren viele der im Kern replizierenden DNA-Viren für 
Proteine, die früh im Replikationszyklus die Zerstörung der ND10 Domänen 
bewirken [Everett, 2001]. So induziert das sehr frühe HSV-Protein ICP0 den 
proteasomalen Abbau von PML und damit die Auflösung der ND10 Domänen 
[Chelbi-Alix, 1999; Everett, 1998]. Im Falle von HCMV werden die ND10 
Strukturen nicht durch den Abbau von PML, sondern durch die IE1-vermittelte 
Dispersion von PML zerstört. Darüber hinaus induziert das Virion-assoziierte 
Protein pp71 den proteasomalen Abbau von hDaxx [Saffert, 2006]. Der 
Mechanismus, durch welchen pp71 hDaxx dem proteasomalen Abbau 
zuführt, ist noch nicht bekannt. pp71 scheint jedoch keine E3-Ligase zu sein, 
da gezeigt werden konnte, dass der Abbau von hDaxx Ubiquitin-unabhängig 
erfolgt [Hwang, 2007]. Für PML konnte bereits ein reprimierender Einfluss auf 
die Transkription der HCMV IE-Gene nachgewiesen werden [Tavalai, 2008; 
Tavalai, 2006]. Auch hDaxx wirkt als Repressor der viralen Transkription, 
indem es die Rekrutierung von HDACs zum MIE-Enhancer/Promotor 
vermittelt [Woodhall, 2006]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die pp71-
vermittelte Neutralisation von hDaxx nötig ist, um die IE-Transkription zu 
initiieren [Saffert, 2006]. Wurde hDaxx durch PI stabilisiert, so konnte dadurch 
die Expression von IE1 bei niedriger, nicht jedoch bei hoher MOI unterdrückt 
werden. In den hier durchgeführten Immunfluoreszenz- und Western Blot-
Analysen konnte ebenfalls eine MOI-Abhängigkeit des Einflusses von PI auf 
die IE-Proteinexpression beobachtet werden (siehe Abschnitt 3.2.7). Somit 
wurde postuliert, dass hDaxx und/oder PML in den anti-HCMV-Effekt von PI 
involviert sein könnten. Versuche mit Fibroblasten, in welchen die Expression 
von PML bzw. hDaxx durch spezifische siRNAs stabil ausgeschaltet ist, 
zeigten jedoch, dass die IE1-Expression auch in diesen Zellen sensitiv 
gegenüber MG132 war (siehe Abb. 37). Im Vergleich zu MG132-behandelten 
Kontrollzellen war jedoch vor allem in hDaxx-knockdown (hDaxx-kd) Zellen 
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eine partielle „Resistenz“ zu erkennen. Durch den knockdown wird hDaxx 
nicht mehr gebildet und folglich können PI die Initiation der Virusreplikation 
nur über andere Mechanismen als die Stabilisierung von hDaxx blockieren. 
Die partielle „Resistenz“ in hDaxx-kd Zellen deutet demnach darauf hin, dass 
die Stabilisierung von hDaxx einen Teil des anti-HCMV-Effekts von PI 
ausmacht, dass darüber hinaus jedoch noch andere Proteine in diesen Effekt 
involviert sind. Im Fall von PML ist bekannt, dass HCMV nur die 
Umverteilung, nicht aber den proteasomalen Abbau des Proteins induziert 
[Xu, 2001]. Dennoch war in MG132-behandelten PML-kd Zellen die Anzahl 
der IE1-positiven Zellen im Vergleich zu den MG132-behandelten 
Kontrollzellen leicht erhöht (siehe Abb. 37). hDaxx wird in PML-kd Zellen zwar 
normal exprimiert, ist jedoch durch die Abwesenheit der ND10 
strukturgebenden Komponente PML diffus im Zellkern verteilt [Tavalai, 2006]. 
Interessanterweise erfolgt in HCMV-infizierten PML-kd Zellen jedoch eine Re-
Organisation von hDaxx und Sp100 in ND10-ähnlichen Arealen, die mit IE2 
ko-lokalisieren [Tavalai, 2006]. Es ist dennoch sehr wahrscheinlich, dass sich 
die ND10-ähnlichen Domänen in Struktur und Zusammensetzung deutlich von 
den „echten“ ND10 Domänen unterscheiden. Somit kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass hDaxx in PML-kd Zellen nicht mehr in die 
benötigte räumliche Nähe zum viralen Genom kommt oder die Interaktion 
anderweitig wie z.B. durch das Fehlen eines Faktors gestört ist, wodurch die 
leichte „Resistenz“ gegenüber MG132 in PML-kd Zellen erklärt werden 
könnte. 
Es ist ein allgemeines Merkmal von intrinsischen Immunantworten – zu denen 
die Repression der viralen Transkription durch hDaxx ja gehört -, dass sie 
gesättigt werden können [Bieniasz, 2004]. Auch in der vorliegenden Arbeit 
konnte eine MOI-Abhängigkeit des Effekts von PI auf die IE-Expression 
beobachtet werden. Eine Erklärung dafür könnte im Partikel/PFU-Verhältnis 
der Virusstocks zu finden sein. Neben infektiösen Viruspartikeln enthalten 
Virusstocks in der Regel defektive Viruspartikel wie beispielsweise NIEPs. Bei 
einer Infektion werden somit sowohl durch replikationskompetente Virionen 
als auch durch defektive Partikel Tegumentproteine in die Zelle eingebracht. 
So konnten Saffert et al. zeigen, dass bei einer MOI von 0.05 ca. 50% der 
Zellen positiv für pp71 waren [Saffert, 2006]. Es wäre denkbar, dass die 
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eingebrachte Menge an pp71 bei hoher MOI ausreichend ist, um den 
antiviralen Effekt von hDaxx zu neutralisieren.  
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Stabilisierung des 
Repressors hDaxx in MG132-behandelten Zellen zum anti-HCMV-Effekt von 
PI beiträgt. Da die antivirale Wirkung von hDaxx bei hoher MOI neutralisiert 
wird, die Virusreplikation jedoch trotzdem durch PI gehemmt werden kann, 
muss darüber hinaus die Existenz weiterer zellulärer oder viraler Zielproteine 
von PI angenommen werden. Ein möglicher Kandidat für ein zelluläres 
Zielprotein von PI wäre das Retinoblastoma-Protein (Rb). Kalejta et al. 
konnten zeigen, dass pp71 das Fortschreiten des Zellzyklus stimuliert, indem 
es den proteasomalen Abbau hypophosphorylierter Proteine der Rb-Familie 
induziert [Kalejta, 2003a]. Die Stimulation des Zellzyklus und der 
nachfolgende Arrest an der G1/S-Grenze sind vorteilhaft für HCMV, da in 
dieser Phase des Zellzyklus alle benötigten Bausteine für die virale DNA-
Replikation bereitgestellt werden, ohne dass sie für die zelluläre DNA-
Replikation zum Einsatz kommen. Eine pp71-Virusmutante, die Rb nicht mehr 
abbauen kann, repliziert jedoch genauso effizient wie der Wildtyp [Cantrell, 
2005], da HCMV den Zellzyklus über weitere Proteine wie beispielsweise IE2 
beeinflussen kann [Petrik, 2006]. Da PI jedoch nicht nur zu einer 
Stabilisierung von Rb führen [Kalejta, 2003b], sondern auch die Expression 
von IE2 (zumindest bei niedriger MOI) reduzieren, wäre es denkbar, dass PI 
auf diese Weise zur hier beobachteten reduzierten HCMV DNA-Replikation 
beitragen.  
 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche identifizieren PI als 
antivirale Agenzien mit einem Wirkungsmechanismus, der sich von den 
herkömmlichen Virostatika gegen HCMV wie Ganciclovir, Cidofovir oder 
Foscarnet unterscheidet. Im Hinblick auf die Zunahme Ganciclovir-resistenter 
Stämme [Baldanti, 2003; Boivin, 2001] wäre der Einsatz einer Substanzklasse 
mit neuartigem Wirkungsmechanismus in der antiviralen Therapie vorteilhaft. 
Bisher beschränkt sich der klinische Einsatz von PI auf PS-341 (Bortezomib) 
zur Therapie des multiplen Myeloms. Für die Zulassung von PI zur Therapie 
weiterer onkologischer und inflammatorischer Indikationen werden jedoch 
derzeit klinische Studien durchgeführt. Obwohl für PI überraschend wenige 
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Nebenwirkungen beschrieben wurden, stellt die Hemmung des Proteasoms 
einen relativ unspezifischen Eingriff in eine zentrale zelluläre Maschinerie dar. 
Gesetzt den Fall, dass der anti-HCMV-Effekt von PI auf der Stabilisierung 
eines viralen oder zellulären Schlüsselproteins beruht, wäre es eine weitaus 
spezifischere Strategie, dieses Schlüsselprotein sowie die korrespondierende 
E3-Ligase zu identifizieren. Es wäre zwar denkbar, dass mehrere virale oder 
zelluläre Faktoren zum anti-HCMV-Effekt von PI beitragen. Möglicherweise ist 
jedoch einer dieser Faktoren kritisch für den Effekt. Gegen die entsprechende 
E3-Ligase könnten dann Inhibitoren entwickelt werden, die viel versprechende 
Kandidaten für eine hochspezifische anti-HCMV-Therapie mit wenigen 
Nebenwirkungen darstellen würden. 
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5 Zusammenfassung 
Das zur Familie der Herpesviridae gehörige Humane Cytomegalievirus 
(HCMV) ist ein ubiquitäres Pathogen. Wie alle anderen Viren ist auch HCMV 
im Rahmen seiner Replikation essentiell auf den Metabolismus der Wirtszelle 
angewiesen und hat daher eine Vielzahl von Strategien entwickelt, zelluläre 
Systeme oder Signalwege zu beeinflussen, um seine eigene Vermehrung zu 
begünstigen. In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass 
auch das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) auf vielfältige Weise in die 
Replikation von HCMV involviert ist. So konnte zunächst gezeigt werden, 
dass die Chymotrypsin-ähnliche (CT-L) Proteasomaktivität in HCMV-
infizierten Zellen signifikant erhöht ist. Um aufzuklären, ob die Erhöhung der 
CT-L Proteasomaktivität auf der Induktion des Immunproteasoms beruht, 
wurde die Zusammensetzung des Proteasoms in HCMV-infizierten Zellen 
mittels Western Blot untersucht. Die Analysen ergaben, dass die Induktion 
des Immunproteasoms durch HCMV unterdrückt wird und das Proteasom in 
seiner konstitutiven Form vorliegt. Um einen ersten Hinweis darauf zu 
erhalten, in welcher Phase des Replikationszyklus die Erhöhung der CT-L 
Proteasomaktivität induziert wird, wurde eine Kinetik der Proteasomaktivität 
erstellt und eine „time of addition“-Studie mit Cycloheximid durchgeführt. 
Hierbei zeigte sich, dass die Erhöhung der CT-L Aktivität in der sehr frühen 
oder frühen Phase des viralen Replikationszyklus über einen noch 
unbekannten Mechanismus induziert wird.  
Wurde die CT-L Proteasomaktivität durch Proteasominhibitoren (PI) wie z.B. 
MG132 blockiert, so hatte dies die Hemmung der HCMV-Replikation zur 
Folge. Der anti-HCMV-Effekt von PI war am stärksten ausgeprägt, wenn die 
Zugabe in der sehr frühen oder frühen Phase der Virusreplikation erfolgte. 
Anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen konnte zudem gezeigt 
werden, dass die Bildung infektiöser Nachkommenviren vollständig durch PI 
unterdrückt wird. Im Folgenden sollte untersucht werden, für welche Prozesse 
des viralen Replikationszyklus ein funktionell aktives Proteasom benötigt wird. 
Der Eintritt von HCMV in die Wirtszelle wurde nicht durch PI gehemmt. Die 
Charakterisierung des Einflusses von PI auf die Expression und Lokalisation 
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der viralen Proteine ergab, dass bei niedriger MOI (MOI 0.1) deutlich 
verringerte Mengen der sehr frühen Proteine IE1 und IE2 vorlagen, dieser 
Effekt jedoch bei hoher MOI (MOI ≥ 1) aufgehoben war. Die Expression früher 
Proteine wie z.B. der DNA-Replikationsfaktoren pUL44 und pUL112/113 war 
MOI-unabhängig reduziert. Anders als in den Kontrollzellen waren diese 
Proteine zudem nicht in Replikationszentren, sondern in Prä-
Replikationszentren lokalisiert. Die Expression später Struktur- und 
Tegumentproteine war MOI-unabhängig vollständig unterdrückt, wodurch die 
Abwesenheit von Nachkommenviren in den elektronenmikroskopischen 
Aufnahmen erklärt werden kann. Mittels Pulsfeldgelelektrophorese konnte 
ferner gezeigt werden, dass PI mit der Spaltung konkatemerer viraler DNA 
interferieren. Studien mit dem Nukleosidanalogon Bromdesoxyuridin ergaben 
zudem, dass die de novo Synthese viraler DNA blockiert ist.  
Um erste Hinweise auf den Wirkungsmechanismus von PI zu erhalten, wurde 
untersucht, ob der Transkriptionsfaktor NF-κB oder zelluläre Transkriptions-
repressoren wie z.B. hDaxx am anti-HCMV-Effekt beteiligt sind. Durch die 
Charakterisierung der Replikation und Proteinexpression einer Virusmutante, 
bei welcher die NF-κB-Bindestellen im MIE-Enhancer/Promotor deletiert sind, 
konnte gezeigt werden, dass der antivirale Effekt von PI nicht auf der 
Hemmung der Aktivierung von NF-κB beruht. Experimente mit hDaxx-
knockdown Zellen deuteten hingegen darauf hin, dass die Stabilisierung des 
Transkriptionsrepressors hDaxx zumindest partiell zum anti-HCMV-Effekt von 
PI beiträgt. Darüber hinaus müssen jedoch weitere virale oder zelluläre 
Zielproteine existieren, deren Beeinflussung durch PI kritisch für die 
Virusreplikation ist. 
Zusammenfassend stellt das Proteasom somit einen neu identifizierten 
potentiellen Angriffspunkt für die anti-HCMV-Therapie dar. 
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Abkürzungsverzeichnis 
Abb Abbildung 
AEC 3-Amino-9-ethylcarbazol 
AMC 7-Amino-4-methylcoumarin 
APS Ammoniumpersulfat 
Aqua dest destilliertes Wasser 
BAC bacterial artificial chromosome 
BDMA Benzyldimethylamin 
bp Basenpaare 
BrdU Bromdesoxyuridin 
BSA Bovines Serumalbumin 
CaCl2 Calciumchlorid 
CC50 cytotoxic concentration 50% 
CPE zytopathischer Effekt 
CT-L chymotrypsin-like 
DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan 
DAPI 4’,6-Diamidino-2-phenylindol 
DBA 2-Dodecenylbernsteinsäureanhydrid 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
dsDNA doppelsträngige DNA 
DTT 1,4-Dithio-D-Threitol 
E early 
EBV Epstein-Barr-Virus 
ECL enhanced chemoluminescence 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGFR epidermal growth factor receptor 
EM Elektronenmikroskopie 
EMEM Eagle’s Essential Minimal Medium 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
EtBr Ethidiumbromid 
FKS Fötales Kälberserum 
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gB Glykoprotein B 
GFP green fluorescent protein 
HCl Salzsäure 
HCMV Humanes Cytomegalievirus 
HDAC Histondeacetylase 
hDaxx human Death-associated protein 6 
HELF Humane embryonale Lungenfibroblasten 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HFF Humane Vorhautfibroblasten 
HHV-6 Humanes Herpesvirus-6 
HIV Human Immunodeficiency Virus 
HRP horseradish peroxidase 
HSV-1 Herpes-simplex-Virus-1 
HTLV-1 Human T-Cell Leukemia Virus-1 
IC50 inhibitory concentration 50% 
ICAM intercellular adhesion molecule 
IE immediate early 
IFN Interferon 
IR internal repeat 
K2HPO4 di-Kaliumhydrogenphosphat 
kbp Kilobasenpaare 
KCl Kaliumchlorid 
kd knockdown 
kDa Kilodalton 
L late 
mAb monoklonaler Antikörper 
MCMV Murines Cytomegalievirus 
MCP major capsid protein 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
MHC Major Histocompatibility Complex 
MIEP Major Immediate Early Promotor 
MNA 1-Methyl-5-norbornen-2,3-dicarbonsäureanhydrid 
MOI multiplicity of infection 
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MRC5 Medical Research Council 5 
Na2HPO4 di-Natriumhydrogenphosphat 
Na2SO4 di-Natriumsulfat 
NaCl Natriumchlorid 
NaHCO3 Natriumbicarbonat 
NaHPO3 Natriumhydrogenphosphat 
NaN3 Natriumazid 
ND10 nuclear domain 10 
NF-κB nuclear factor kappa B 
NH4Cl Ammoniumchlorid 
NIEP non-infectious enveloped particle 
p.i. post infectionem 
pAb polyklonaler Antikörper 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS Phosphat-gepufferte Saline 
PFA Paraformaldehyd 
PFGE Pulsfeldgelelektrophorese 
PFU plaque forming units 
PGPH peptidylglutamyl-peptide-hydrolysing 
PI Proteasominhibitor(en) 
PML promyelotic leukemia protein 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
POD Peroxidase 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
RPE Retinale Pigmentepithelzellen 
RT-PCR real time PCR 
SDS Natriumdodecylsulfat 
siRNA small interfering RNA 
SUMO-1 small ubiquitin-like modifier-1 
TCID50 tissue culture infective dose 50% 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
T-L trypsin-like 
TNF-α tumor necrosis factor-α 
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TR terminal repeat 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
UL unique long 
UPS Ubiquitin-Proteasom-System 
US unique short 
UV ultraviolett 
v/v Volumen/Volumen 
VCAM vascular cell adhesion molecule 
VSV Vesicular Stomatitis Virus 
VZV Varizella-Zoster-Virus 
w/v Gewicht/Volumen 
XTT 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-
((phenylamino)carbonyl)-Tetrazoliumhydroxid 
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